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SOMMAIRE  
 
 
La chromatine est l'assemblage du matériel génétique, l'ADN et de protéines appelées 
histones. En plus de leur fonction d'entreposage du génome, ces dernières régulent 
l'accessibilité de l'ADN aux divers facteurs de régulation. Le variant d'histone H2A.Z est 
incorporé autour des promoteurs réprimés chez Saccharomyces cerevisiae. Ce variant semble 
impliqué dans la préparation des gènes réprimés. Cette préparation permet une expression 
rapide de ces gènes selon les conditions régulant leur activation.  
 
 
Bien qu'il soit essentiel à la viabilité chez les eucaryotes supérieurs, la délétion du gène HTZ1 
n'est pas létale chez la levure. Celle-ci engendre cependant plusieurs phénotypes sévères, dont 
un ralentissement du cycle cellulaire et une sensibilité accrue à divers  agents  
pharmacologiques. Par exemple, la caféine entraîne un arrêt en phase G1 chez le mutant. Cet 
arrêt correspond au point de contrôle du cycle cellulaire le plus important, le point de départ 
(START). Il est régulé de façon très stricte par la croissance et la taille des cellules. Lorsque  
toutes  les conditions prolifératives sont réunies, une cascade positive active la cycline-kinase 
Cdc28 couplée à la cycline Cln3. Celles-ci  phosphorylent  l'inhibiteur (Whi5) du complexe de 
facteur de transcription responsable de l'induction des cyclines de la phase G1. Ce complexe, 
SBF, est normalement déjà lié aux promoteurs de ces cyclines et prépare le gène à une 
induction forte et rapide au moment opportun.  
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Un délai dans l'expression  de l'ARN messager des régulateurs du point de départ a été observé 
dans la souche mutant htz1∆. De plus, l'induction de ces gènes semble aussi grandement  
affectée  à  haute  concentration en caféine. Alors que le variant est bien présent à plusieurs 
des promoteurs étudiés, peu de changements correspondant à un remodelage de la chromatine 
sont mesurés par ChIP lors de l'activation du gène. H2A.Z pourrait cependant intervenir 
auprès du complexe SBF et contribuer à la préparation de l'activation du gène. 
 
 
 Le complexe SBF est constitué des facteurs de transcription Swi4 et Swi6. Suite à 
l'expérimentation par ChIP de Swi4 et Swi6 suivant la relâche en G1, il a pu être observé que 
Swi4 présente un défaut de liaison en absence du variant d'histone H2A.Z. Il est suggéré que 
ce dernier soit nécessaire à une conformation de la chromatine permettant l'accessibilité du 
facteur de transcription Swi4 aux promoteurs des cyclines de la phase G1. 
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CHAPITRE 1 
 
 
INTRODUCTION GÉNÉRALE 
 
 
1.1 CHROMATINE 
 
 
1.1.1 Structure de la chromatine, nucléosomes, histones et variants d'histones 
 
 
Le noyau des cellules eucaryotes contient le matériel génétique entreposé sous forme de 
complexes nucléoprotéiques qu’on appelle la chromatine. Le nucléosome est l'unité principale 
de la chromatine et est l’assemblage de l’acide désoxyribonucléique (ADN) et de protéines 
spécialisées nommées histones. Cet assemblage se fait sous forme d’unités répétées tout au 
long d'un chromosome. Les histones canoniques généralement présentes dans les nucléosomes 
sont les histones H2A, H2B, H3 et H4. Un tétramère H3-H4 formé lie 2 dimères H2A-H2B à 
chacun de ses bouts et l’octamère résultant lie à son tour 147 paires de bases d’ADN. Cette 
structure de base ressemble à des perles sur un fil et peut aussi amener un plus grand niveau de 
condensation afin d’obtenir une fibre plus importante de chromatine.   
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A priori, nous avons d’abord pensé que la chromatine servait à empaqueter la quantité 
importante d’ADN d’une cellule dans l’espace restreint qu’est le noyau. Cependant, celle-ci 
possède aussi des fonctions structurelles associées à la division cellulaire (durant la mitose et 
la méiose), à l’intégrité du génome (protection du matériel génétique) et au contrôle de 
l’expression des gènes. De façon générale, une région de la chromatine peu condensée  
(euchromatine) est dite ouverte, permet l’interaction des facteurs et composantes de la 
machinerie transcriptionnelle et est associée avec des gènes activement exprimés tandis 
qu’une région très condensée de la chromatine (hétérochromatine) est dite fermée, empêchant 
l’interaction des facteurs et sera associée  avec des régions génomiques inactives. Chez la 
levure, le génome entier est dans un état plutôt euchromatique. Cependant, la structure de la 
chromatine affectera localement l'incorporation de facteurs  permettant l'activation du gène 
adjacent. 
 
 
Des études utilisant des systèmes in vitro ont démontré que les nucléosomes peuvent être une 
barrière à l'initiation de la transcription et à l'élongation (Felsenfeld and Groudine, 2003; 
Weintraub and Groudine, 1976). Ensuite, l'utilisation de modèles in vivo, comme la levure à 
bière, a permis de montrer l'importance de la structure de la chromatine, des histones et des 
complexes de remodelage sur la transcription. Par exemple, l'étude de la régulation des gènes 
PHO5 et GAL1-10 a montré un principe par lequel les nucléosomes couvrent le promoteur du 
gène lorsque celui-ci est réprimé et qu'ils sont altérés suite à l'induction (Almer et al., 1986; 
Bash and Lohr, 2001; Fascher et al., 1993; Lohr, 1997; Schmid et al., 1992). Localement, les 
nucléosomes peuvent affecter l’accessibilité des séquences régulatrices, leur positionnement, 
leur constitution et leur stabilité ont donc une grande importance sur la régulation des gènes 
associés à ces séquences.      
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Chez la levure S. cerevisiae, deux gènes codent pour chacune des histones canoniques; H2A, 
H2B, H3 et H4. Il est intéressant de voir que les histones canoniques chez la levure 
correspondent à certains variants d’histones chez d'autres espèces. Par exemple, l’histone H3 
de la levure est très similaire au variant d’histone H3.3 retrouvée chez les métazoaires. Ce 
dernier est enrichi aux gènes actifs, aux promoteurs et aux éléments de régulations. Il est 
associé à plusieurs marques de la chromatine active et aurait d’importantes fonctions 
transcriptionnelles. Il est aussi intéressant de constater qu’il pourrait avoir un double rôle, 
favorisant la répression et l’activation des gènes selon les conditions d'activation (Elsaesser et 
al., 2010).  
 
Tableau 1. Histones canoniques et variants retrouvés chez Saccharomyces cerevisiae. 
Histone Gène(s) Remarques 
H1 HHO1 Une histone H1 présente pour environ 37 
nucléosomes 
H2A HTA1 S'apparente à H2A.X chez les eucaryotes 
supérieurs. HTA2 
H2A.Z HTZ1 Présent à une majorité de promoteurs, aux gènes 
réprimés surtout. 
H2B HTB1  
HTB2 
H3 HHT1 Histone la plus modifiée post-traductionnellement 
HHT2 
cenH3 CSE4 Retrouvé aux nucléosomes centromériques 
H4 HHF1  
HHF2 
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Il est intéressant de noter que la séquence peptidique de l’histone H2A chez la levure est plus 
proche du variant d’histone H2A.X chez l’humain. Ce variant est différent par un motif sérine-
glutamine conservé à l’extrémité C-terminal de la protéine. Ce motif engendre la possibilité 
d’une phosphorylation (yH2A.X) et celle-ci est associée à des fonctions particulières, 
notamment lors de la réparation des bris double brins dans l’ADN. (Tsukuda et al., 2005)  
 
 
Les histones canoniques ont des fonctions bien précises, entre autres grâce aux multiples 
possibilités de modifications post-traductionnelles de leurs extrémités. Celles-ci comprennent 
l'acétylation, la phosphorylation, la méthylation, la sumoylation et l'ubiquitination. Les 
modifications post-traductionnelles ont pour effet de moduler les propriétés des nucléosomes 
contenant celles-ci. Par exemple, on sait depuis longtemps que l'acétylation de certaines 
lysines des histones joue un rôle important dans l'initiation de la transcription (Allfrey and 
Mirsky, 1964). D'un autre côté, la méthylation des résidus a des effets spécifiques et parfois 
opposés selon le nombre de méthylations et l'emplacement de celles-ci. Plus de cent 
modifications des histones ont été rapportées à ce jour. Leurs mécanismes d’actions peuvent 
varier énormément selon la nature de la modification et du résidu modifié. On peut les 
regrouper en deux grandes classes : soit elles modifient structurellement la chromatine en 
causant un encombrement stérique ou en modifiant la charge du résidu; soit elles permettent 
l’établissement d’un module de reconnaissance qui peut être lié par d’autres protéines. Dans 
ces deux cas, les modifications modulent les interactions, l'emplacement et la stabilité des 
nucléosomes. Cependant, il existe d'autres éléments pouvant faire fluctuer les propriétés de la 
chromatine. 
 
 
En plus de ses histones canoniques, S. cerevisiae contient également trois autres types 
d'histones présentés en une seule copie. Ces histones ont des propriétés particulières;  elles 
5 
sont incorporées à des endroits spécifiques dans le génome, sont modifiées différemment et 
ont des fonctions hétérogènes. Premièrement, l'histone H1 est présente occasionnellement afin 
de permettre un enroulement supérieur de la chromatine mais semble avoir peu de fonctions 
transcriptionnelles chez la levure. Deuxièmement, CenH3 (Cse4) est un variant essentiel de 
l'histone H3 spécifique aux centromères. Celui-ci est un composant structurel important 
interagissant avec l’histone H4 au cœur même du centromère. En leur absence, la stabilité de 
la structure particulière de la chromatine aux centromères est affaiblie. Il a été montré que les 
kinétochores se liaient de façon spécifique aux nucléosomes centromériques contenant le 
variant d’histone cenH3 (Meluh et al., 1998). 
 
 
Finalement, la levure contient aussi un variant de l'histone H2A, nommé H2A.Z et codé par le 
gène HTZ1. Il constitue entre 5 et 10% des histones H2A cellulaire (Leach et al., 2000). 
Comme nous le verrons ci-bas, ce variant possède une grande importance pour le contrôle de 
la transcription des gènes non-constitutivement exprimés et est aussi impliqué dans la 
réparation de l'ADN et l'intégrité du génome (Wratting et al., 2012).  
 
 
1.1.2 Caractéristiques et fonctions du variant d’histone H2A.Z 
 
 
La séquence peptidique du variant d’histone H2A.Z est très bien conservée à travers les 
espèces (~90% des eucaryotes) et est suffisamment éloignée de l’histone canonique H2A 
(~60% des acides aminées)  pour avoir des fonctions distinctes (Iouzalen et al., 1996). Il est 
présent au niveau de la chromatine, remplaçant l'histone canonique H2A à des endroits précis 
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dans le génome (Guillemette et al. 2005). Chez la levure, les modifications que l’on y trouve 
sont placées à des résidus différents de l'histone canonique (acétylation des lysines K3, K8, 
K10 et K14 à l’extrémité N-terminal) et sont effectuées par la protéine Esa1 du complexe 
NuA4 (Babiarz et al., 2006; Keogh et al., 2006) ou par Gcn5 (Millar et al., 2006). Il a été 
montré que H2A.Z est impliqué dans la régulation de la transcription en combinaison avec des 
complexes de remodelage de la chromatine (Santisteban et al., 2000; Adam et al. 2001), 
prévient la diffusion de l'hétérochromatine (Meneghini et al., 2003) et pourrait avoir des 
fonctions liées à l’intégrité du génome et à la réparation de l’ADN (Krogan et al., 2003; 
Mizuguchi et al., 2004). 
 
 
Le variant d’histone H2A.Z est essentiel chez les eucaryotes supérieurs, la délétion du gène 
codant pour H2A.Z étant létale pour ces espèces. À titre d'exemple, les embryons de souris 
mutants formés ne peuvent pas passer la première phase de prolifération rapide et de 
différenciation (Faast et al. 2001). Bien qu'importante, la délétion du gène HTZ1 (htz1∆) chez 
la levure est viable, engendrant néanmoins plusieurs phénotypes sévères (e.g. défauts dans la 
membrane). Le mutant htz1∆ montre une croissance très lente (Jackson and Gorovsky, 2000), 
une sensibilité à la chaleur (Santisteban et al., 2000), ainsi qu'une sensibilité accrue à diverses 
molécules, incluant la cafféine (Dudley et al., 2005). Il a été montré que ce mutant est létal 
chez la levure lorsqu'il est combiné à d'autres délétions de composants de la chromatine ou de 
complexes de remodelage de la chromatine (Collins et al., 2007). De plus, la délétion htz1 
engendre des défauts au niveau de la membrane (Lockshon et al., 2007) et du réticulum 
endoplasmique (Copic et al., 2009).  Finalement, un délai de progression du cycle cellulaire 
est observable en absence du variant d'histone H2A.Z et celui-ci pourrait jouer un rôle clé dans 
la régulation du cycle (Dhillon et al., 2006)(étude présentée plus loin dans le texte). Les 
phénotypes apparaissant suite à la délétion laissent présager une grande importance du variant 
d'histone H2A.Z pour la régulation de processus cellulaires importants. Les fonctions de ce 
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variant dans la régulation du cycle cellulaire et de la réponse aux stress cellulaires seront 
élaborées davantage dans le présent document. 
 
 
1.1.3 Structure générale d’un gène chez S. cerevisiae. 
 
 
Les gènes ont une structure générale similaire; une région promotrice, un site d’initiation de la 
transcription (TSS) suivi de la séquence transcrite en ARN messager (ARNm) duquel sera 
incluse une séquence traduite en protéine. La région promotrice comprend les sites 
d'interactions pour des facteurs de régulation modulant ces interactions. Chez la levure, la 
zone de régulation la plus importante est proximale au gène.  La majorité des gènes disposent 
d’une région dépourvue en nucléosomes (NDR, ou NFR : de l'anglais : Nucleosome Free 
Region) en amont du gène juste avant le site d’initiation de la transcription (Field et al., 2008; 
Jiang and Pugh, 2009; Yuan et al., 2005). Les NDR sont typiquement riches en séquence 
répétée A/T, ce qui les rend moins susceptibles à l'enroulement autour d'un octamère 
d'histones, étant plus coûteux énergétiquement (Struhl, 1985). Cette région dépourvue en 
nucléosome est donc un espace fonctionnel sans nucléosome très important et contient souvent 
plusieurs sites de liaison de facteurs de transcription qui ont une taille typique de 4 à 10 paires 
de bases. Par exemple, les séquences UAS sont reconnus pour recruter le Swi/snf, un 
complexe de facteurs de transcription important, aus gènes GAL1-10 (Lemieux et al. 2004). 
Les NDR sont bordées par deux nucléosomes bien positionnés de part et d’autre qui sont 
définis comme le nucléosome -1 (en aval de la NDR) et le nucléosome +1 (situé ~12-13 paires 
de bases en amont de la NDR).  Une observation pouvant laisser croire que les nucléosomes 
affectent la disponibilité de la séquence liée par un facteur est que seulement une petite 
fraction du motif consensus du facteur de transcription Leu3 est lié in vivo à travers le génome 
et que les motifs non liés sont couverts par des nucléosomes (Liu et al., 2006). De plus, la 
8 
majorité des séquences motifs liées par des facteurs de transcription sont situés dans le NDR 
(Rando and Chang, 2009). Cette région est donc très importante et le positionnement des 
nucléosomes à cet endroit est déterminant pour le recrutement des facteurs de transcription. En 
aval du nucléosome +1 bien positionné dans l’ensemble des promoteurs, les nucléosomes ont 
tendance à suivre une phase précise qui s’atténue graduellement en s’éloignant de la NDR. Le 
nucléosome +1 est donc déterminant pour le positionnement de tous les autres nucléosomes 
sur les régions transcrites des gènes. 
 
 
1.1.4 Complexes de remodelage de la chromatine et recrutement des facteurs de 
transcription 
 
 
La structure de la chromatine dépend de la collaboration d'une multitude d'éléments. 
Originalement, les histones sont responsables de l'empaquetage de l'ADN et elles sont le 
substrat d'une collection d'enzymes de transformation de la chromatine. En plus des facteurs 
qui modifient celles-ci, une kyrielle de complexes de remodelage incorporent et enlèvent 
celles-ci sur le génome. Les complexes de remodelage, ou tout simplement remodeleurs, sont 
des enzymes utilisant l'énergie de l'hydrolyse de l'ATP afin de faire bouger, d'ajouter, 
d'enlever ou de restructurer un nucléosome (Becker and Horz, 2002). Les remodeleurs 
fonctionnent en association avec les autres régulateurs et composantes de la chromatine, afin 
de rendre plus ou moins accessibles certaines régions du génome. Ils contribuent donc 
grandement à la régulation des gènes.  
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Tout d'abord, les nucléosomes doivent être replacés convenablement suite à la réplication du 
génome. Des chaperones spécialisées sont utilisées afin de reproduire l'état initial suivant la 
réplication. Ensuite, certaines régions très denses sont inaccessibles mais devront être 
remaniées dans certaines conditions afin d'exposer les séquences des éléments de régulation 
ultérieurement liés. Puis, les enzymes de réparation ont besoin d'avoir accès au brin d'ADN  
afin d'effectuer les rectifications et/ou la recombinaison. En dernier lieu, les polymérases ont 
besoin de libérer leur substrat pour exécuter leur fonction. Il y a donc évincement des 
nucléosomes en amont et rétablissement de ceux-ci après le passage d'une polymérase. Tous 
ces mécanismes de base nécessitent donc, en principe, des complexes de remodelage de la 
chromatine. 
 
 
En plus de ces fonctions, certains remodeleurs ont des activités spécifiques à la régulation des 
gènes. Ils peuvent restructurer la chromatine afin de permettre l'expression appropriée des 
gènes sous toutes conditions. Une importance flagrante de ces phénomènes est l'action 
combinée antagoniste de remodeleurs répressifs et de remodeleurs favorisant la NDR en 
amont d'une majorité de gènes (Whitehouse and Tsukiyama, 2006). Les approches à haute 
résolution développées dernièrement ont été utilisées afin de pousser encore plus loin nos 
connaissances à propos des complexes de remodelage de la chromatine (Yen et al., 2012). Une 
méthode d'immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) incluant une digestion à 
l'exonucléase suivi d'un séquençage à haut débit (ChIP-exo) (Rhee and Pugh, 2011) permit 
aux auteurs de positionner à un degré de précision jusqu'alors impossible à obtenir. Ils ont 
montré le positionnement très spécifique et directionnel des remodeleurs à certains 
nucléosomes et se sont intéressés particulièrement aux régions adjacentes au TSS. Ils ont 
confirmé une grande importance pour le nucléosome +1 et la NDR,  ceux-ci étant importants 
pour l'empaquetage directionnel des nucléosomes. Les changements dans le positionnement du 
nucléosome +1 affectent les positionnements des nucléosomes adjacents et celui-ci est un 
élément très important pour l'initiation de la transcription. (Yen et al., 2012) 
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1.1.5 Complexes de remodelage modulant la localisation du variant d'histone H2A.Z 
 
 
La présence du variant d'histone H2A.Z aux promoteurs des gènes cibles chez la levure est 
dépendante de deux complexes de remodelage bien caractérisés de la famille SWI2/SNF2 et 
du sous-groupe INO80. En premier lieu, le complexe SWRC est responsable de l'incorporation 
du variant aux endroits spécifiques (voir positionnement de H2A.Z, plus loin dans le texte). Ce 
complexe contient la sous-unité Swr1, une ATPase, qui catalyse l'échange d'un dimère 
canonique H2A-H2B pour un dimère variant H2A.Z-H2B (Kobor et al., 2004; Mizuguchi et 
al., 2004). Un autre facteur semble sollicité en collaboration avec SWRC afin de cibler 
certaines régions particulières du génome pour la déposition du variant. Bdf1 est enrichi à ces 
endroits;  il interagit  avec Swr1 et pourrait être impliqué dans la transcription via le 
recrutement de TFIID (Krogan et al., 2003; Matangkasombut et al., 2000; Sanders et al., 
2002). Bdf1 est l'homologue de la protéine humaine Brd;  cette dernière est essentielle  pour le 
développement embryonnaire et semble impliquée dans la régulation du cycle cellulaire. Il a 
d'ailleurs été montré que H2A.Z en combinaison avec  l'acétylation de l'histone H4 recrutait 
Brd2 lors de l'activation de certains gènes chez les cellules humaines (Draker et al., 2012).  De 
plus, l'incorporation de H2A.Z est indépendante de la réplication de l'ADN, celle-ci peut donc 
survenir à tout moment afin de préparer le promoteur à la régulation d'un gène (Fan et al., 
2002).  
 
 
Ensuite, le complexe INO80 catalyse le déplacement des nucléosomes le long de la 
chromatine et est reconnu pour promouvoir l'intégrité du génome. Il enlève les dimères variant 
H2A.Z-H2B pour les remplacer par le dimère canonique H2A-H2B (voir figure 1). Ce 
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mécanisme permet la régulation de la distribution globale de H2A.Z. Effectivement, en 
absence du complexe, le variant d'histone H2A.Z est disposé de façon aberrante dans le 
génome. Le complexe INO80 est responsable de l'évincement du variant observée suite à la 
transcription. L'acétylation des lysines de l'extrémité N-terminale de H2A.Z entrave l'échange 
d'un dimère variant pour un dimère canonique.  Les auteurs soutiennent que l'évincement du 
variant par le complexe INO80 est un mécanisme essentiel pour le maintien de l'intégrité du 
génome. (Papamichos-Chronakis et al., 2011)  
 
 
 
Figure 1. Complexes de remodelage modulant la localisation de H2A.Z (adapté de 
Papamichos-Chronakis, 2011)  
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1.1.6 H2A.Z est retrouvé aux promoteurs des gènes réprimés. 
 
 
Le variant d'histone H2A.Z est essentiellement retrouvé aux promoteurs. Montrant une 
corrélation inverse entre la transcription et sa présence, il est particulièrement enrichi aux 
promoteurs des gènes inactifs et modérément transcrits chez la levure. Il décore le site 
d'initiation de la transcription de ces gènes, étant incorporé à un, deux ou même trois 
nucléosomes bordant ce site, particulièrement au niveau du nucléosome +1 très bien 
positionné. Il a été rapporté que ce phénomène est confirmé pour environ 80% des gènes selon 
le seuil de sensibilité choisie. (Guillemette et al., 2005; Zhang et al., 2005). 
 
 
Subséquemment, les auteurs ont montré que les nucléosomes contenant un haut niveau de 
H2A.Z sont mieux positionnés (en phase) qu'en absence du variant où ils s'étalent de manière 
peu ordonnée, ce qui pourrait entraver la liaison de facteurs de transcription. Ces données 
suggèrent une fonction importante de H2A.Z afin de réguler la structure de la chromatine aux 
promoteurs des gènes inactifs. Ils ont ensuite validé leurs hypothèses à l'aide du gène modèle 
GAL1 dont l'induction est modulée par la délétion htz1. En somme, les auteurs proposent une 
fonction de préparation du promoteur à l'induction ou d'accessibilité des séquences lors de 
l'activation de gènes réprimés généralement. Ils considèrent aussi l'importance de H2A.Z 
contre l'envahissement de l'hétérochromatine aux gènes situés à proximité des télomères. Dans 
ces régions, le patron de liaison de H2A.Z est différent de celui trouvé dans les promoteurs 
ailleurs dans le génome. Bref, la localisation génomique de H2A.Z a permis de mieux 
comprendre la fonction du variant à l'induction des gènes inactifs de manière rapide et 
appropriée selon les conditions.  (Guillemette et al., 2005) 
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Une autre étude a examiné le positionnement et les fonctions associées du variant d'histones 
H2A.Z (Li et al., 2005). La présence de H2A.Z aux promoteurs des gènes inactifs sous 
certaines conditions est essentielle pour leur activation optimale. Cependant, cette étude 
montre peu d'influence de la part du variant sur le positionnement des nucléosomes. Ensuite, la 
présence du variant inhibe l'activité des modificateurs d'histones associés à la transcription : 
Dot1, Set2 et NuA4 et diminue la mobilisation de nouveaux nucléosomes par les complexes 
de remodelage de la chromatine. En somme, les auteurs ont suggéré que le variant marque les 
promoteurs inactifs pour leur activation appropriée le moment venu. (Li et al., 2005) 
 
 
 
D'autre part, H2A.Z est présent surtout aux gènes non constitutivement actifs, qui ne 
possèdent pas de boîte TATA. Dans le même ordre d'idée, la marque d'histone H3K14ac est 
associée avec la présence du variant, celle-ci étant une marque pour les gènes réprimés à l'état 
basal. La marque associée à la transcription H3K27ac est sous-représentée en présence de 
H2A.Z. (Zhang et al., 2005)  De la même façon que les autres études, l'activation du gène 
amène une perte du variant alors qu'une répression engendre l'acquisition du variant au 
nucléosome bordant le TSS. Lors de l'induction des gènes, il favorise l'activation du gène et 
non pas la répression.   Finalement, l'éviction du variant aux promoteurs suite à l'activation 
semble surpasser la perte du tétramère central H3/H4 et ceci pourrait contribuer à exposer 
l'ADN cible. Les auteurs ont aussi étudié le positionnement du complexe SWRC et de la 
protéine Bdf1 qu'il associe à la localisation correcte du variant. (Zhang et al., 2005) 
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Une étude du laboratoire a montré que l’absence du variant d’histone H2A.Z affectait de 
manière négative l’induction des gènes GAL1-10. Elle a montré l’importance de l’extrémité C-
terminale de H2A.Z (fusionnée à l’histone canonique H2A) afin de rétablir le phénotype de la 
souche htz1∆. Cette région de la protéine interagit  avec certains composants de la machinerie 
transcriptionnelle. De plus, le recrutement de l’ARN polymérase II et de TBP est grandement 
diminué lorsque H2A.Z est absent. (Adam et al. 2001) Aussi, l'absence du variant engendre 
deux états épigénétiques distincts et difficilement interchangeables de la chromatine au 
promoteur des gènes GAL1-10 (Zhao et al., 2011). Ces états aberrants défavoriseraient  les 
mécanismes de régulations normaux en réponse aux conditions. D’autres expériences réalisées 
dans notre laboratoire ont montré qu’en absence de H2A.Z, le promoteur de GAL1 génère une 
expression bimodale en réponse au galactose, c’est-à-dire qu’une partie de la population de 
levures est capable d’activer le gène pleinement tandis que l’autre partie en est incapable (B. 
Guillemette et L. Gaudreau, manuscrit en préparation.) En somme, ces résultats montrent que 
H2A.Z régule une étape limitant l’activation des gènes inductibles et permet l’expression 
précise et coordonnée dans toutes les cellules d’une population. 
 
 
D’autres auteurs ont largement proposé des fonctions de recrutement de facteurs de 
transcription, de complexes de remodelage de la chromatine et de composantes de l’ARN 
polymérase II par le variant d’histone H2A.Z aux promoteurs de gènes cibles sous certaines 
conditions. Une autre étude du laboratoire a révélé l'importance du variant pour le recrutement 
des complexes du médiateur, de SAGA, de SWI/SNF aux promoteurs des gènes inductibles 
GAL1-10 (Lemieux et al., 2008). 
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1.2 STRESS CELLULAIRE 
 
 
1.2.1 Fonctions du variant d'histone H2A.Z dans la réponse aux stress cellulaires 
 
 
Le variant d'histone H2A.Z a été signalé comme étant très important pour la réponse à divers 
stress cellulaires (Dudley et al., 2005). Le stress cellulaire est défini comme étant les 
conditions engendrant des défauts au métabolisme normal cellulaire et induisant une réponse 
contre ce stress. Il existe plusieurs formes de stress cellulaire caractérisés : la privation en 
nutriments (par exemple, un manque de carbone, de sucre, ou d'azote), le stress oxydatif, les 
dommages à l'ADN ou des agents pharmacologiques. Les signaux induits par ces conditions 
indiquent à la cellule qu'il serait inapproprié de croître ou de se diviser, qu'elle doit ralentir son 
métabolisme et induire l'expression de protéines de réponse aux stress cellulaires. Récemment, 
la levure a été utilisée afin de caractériser les mécanismes par lesquels la prolifération 
cellulaire pouvait être entravée par certains types de stress cellulaires induits. 
 
 
1.2.2 La voie TOR régule la prolifération selon les conditions. 
 
 
Une signalisation très importante qui régule la prolifération chez S. cerevisiae est la voie de 
signalisation TOR. La protéine Tor (Target Of Rapamycin) fut découverte chez la levure en 
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1991 par la propriété de ces complexes à être inhibés par un agent antifongique, 
antitumorigène et immunosuppressif, la rapamycine (Heitman et al., 1991).  
 
 
Suite à l'étude d'une collection de mutants plus ou moins sensibles à la molécule, les gènes 
codant pour les protéines Tor1 et Tor2 furent identifiés chez la levure alors que chez les 
eucaryotes supérieurs un seul gène est présent (Cafferkey et al., 1993; Kunz and Hall, 1993; 
Kunz et al., 1993). Les produits de ces gènes sont des kinases de la famille des PIKK (PI 
kinase-related protein kinase) (Keith and Schreiber, 1995). Les deux protéines sont à 67% 
identiques et sont apparentées aux kinases des lipides (PI3K et PI4K). Les mutations des gènes 
TOR causent un effet similaire au traitement par la rapamycine, soit un arrêt de la croissance 
(Kunz et al., 1993).  
Figure 2. Voies de signalisations TOR chez la levure (à gauche) et mTOR chez les 
mammifères (à droite). (Cook et Tyers, 2007) 
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L'inhibition du complexe TORC par la rapamycine se fait en combinaison avec une autre 
protéine liée à la molécule, FKBP. Celle-ci n'étant pas nécessairement reliée à l'activité 
normale de la voie TOR. (Stan et al., 1994) La voir TOR chez S. cerevisiae est très homologue 
à la même voie mTOR retrouvée chez les eucaryotes supérieurs (voir figure 2).  
 
 
1.2.3 Deux complexes TORC sont présents chez la levure 
 
 
Chez la levure, deux complexes TOR (TORC1 et TORC2) ayant des similarités et des 
différences sont retrouvés. Le complexe TORC1 est le seul sensible à la rapamycine. Il est 
constitué des protéines Kog1, Lst8, Tco89 et de soit Tor1 ou parfois Tor2 (Reinke et al., 
2004). En plus de sa sensibilité à la rapamycine, le TORC1 est susceptible à la privation de 
nutriments (Barbet et al., 1996). L'inhibition du complexe engendre une chute dramatique de 
la synthèse protéique, l'induction de l'autophagie, la sortie du cycle cellulaire vers un état de 
latence. TORC1 est régulé par les signaux environnementaux et régule la prolifération en 
fonction de ceux-ci. Son substrat le mieux caractérisé est Sch9, un homologue de S6k chez les 
mammifères. Celui-ci est rapidement déphosphorylé lorsqu'exposé aux conditions d'inhibitions 
du complexe. (Urban et al., 2007) Ensuite, plusieurs études ont caractérisé le réseau de kinases 
et de phosphatase impliquée en aval de la voie TOR. Ces voies secondaires régulent la 
perméabilité de la membrane, la régulation des mitochondries, la formation de bourgeons, la 
régulation du métabolisme de l'azote. (Breitkreutz et al., 2010) Ensemble, ces interactions 
montrent l'importance du complexe TORC1 au niveau de la croissance cellulaire.  
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TORC régule la transcription effectuée par l'ARN polymérase I et III, la production d'ARN 
ribosomique et donc du niveau de transcription global des ARNs messagers (Claypool et al., 
2004; Lee et al., 2009; Oficjalska-Pham et al., 2006; Tschochner and Hurt, 2003; Warner, 
1999). TORC1 régule la progression du cycle cellulaire en phase G1 par la traduction de la 
cycline Cln3 (Barbet et al., 1996). De plus, TORC1 régule la réponse aux stress cellulaires 
(Albig and Decker, 2001), la biosynthèse des acides aminés (Komeili et al., 2000), 
l'autophagie (De Virgilio and Loewith, 2006), l'intégrité de la paroi cellulaire (Torres et al., 
2002). Dans un même ordre d'idée, TORC1 diminue la durée de vie réplicative en accélérant 
le métabolisme (Kapahi et al., 2004; Vellai et al., 2003; Wanke et al., 2008). Finalement, 
TORC1 partage une partie de ces effecteurs avec la voie PKA (Lu et al., 2011; Soulard et al., 
2010). 
 
 
TORC2 est le complexe insensible à la rapamycine. Il est constitué des protéines Tor2, Avo, 
Avo3 et Lst8. Celles-ci sont très conservées et sont nécessaires à l'intégrité du complexe. 
(Wullschleger et al., 2005) TORC2 ne semble pas régulé par les signaux environnementaux, 
peu de choses sont connues à propos des mécanismes le régulant (Cybulski and Hall, 2009). 
Le complexe régule la polarisation du cytosquelette d'actine (Bickle et al., 1998; Helliwell et 
al., 1998a; Helliwell et al., 1998b; Schmidt et al., 1997), contrôle l'endocytose (deHart et al., 
2003) et module le processus de biosynthèse des sphingolipides (Aronova et al., 2008).  
 
 
En somme, la voie TOR, et plus particulièrement le complexe TORC1, est impliquée dans la 
prolifération et le contrôle du cycle cellulaire en fonction des conditions, la réponse aux stress 
cellulaires et le métabolisme. Cette voie est très bien conservée à travers les espèces et montre 
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beaucoup de potentiel thérapeutique. Ayant plusieurs effecteurs et cibles régulés de manière 
très stricte et exprimés sporadiquement, il sera intéressant de considérer l'importance du 
variant d'histone H2A.Z avec les régulations transcriptomiques connues chez la voie TOR. 
 
 
1.2.4 La caféine induit un stress cellulaire sévère chez S. cerevisiae 
 
 
Certaines molécules peuvent inhibé ou activé les enzymes et/ou des voies de signalisations, 
cela affecte celles-ci à plusieurs niveaux. Lorsque cette action est nuisible pour la cellule, des 
mécanismes sont activés afin de contrer celle-ci. Ces agents pharmacologiques modulant 
l'activité de protéines ou de complexes dérangent des voies de régulations majeures et cela 
occasionne un stress cellulaire. D'une façon similaire à la rapamycine, la caféine a été montrée 
pour induire une forme de stress cellulaire. La caféine est un alcaloïde de la famille des 
méthylxanthines. C'est un analogue des purines affectant différents systèmes dans plusieurs 
organismes à travers les règnes biologiques. Il a été proposé que la caféine cible plusieurs 
activités enzymatiques. Par exemple, une étude a suggéré qu'elle pouvait augmenter le niveau 
d'AMPc chez la levure (Liao and Thorner, 1981). Cependant, une autre étude ne démontrait 
pas les mêmes résultats (Tsuboi and Yanagishima, 1973). Ensuite, des doses très élevées en 
caféine (plus de 10mM) ont été caractérisées pour avoir un effet mutagénique en inhibant deux 
kinases ressemblant aux PI3K, Tel1 et Mec1/Rad3 (Moser et al., 2000; Saiardi et al., 2005). 
Ensuite, il est connu que les méthylxanthines, dont la caféine, interagissent avec les PIKKs.  
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Dernièrement, des études ont montré que l'action de la caféine était spécifique au complexe 
TORC1 et non à la phosphodiestérase d'AMPc (Kuranda et al., 2006; Reinke et al., 2006). Ces 
résultats ont inspiré une autre équipe, qui a ensuite expérimenté l'inhibition du complexe par la 
molécule. En utilisant des approches génétiques et biochimiques, les auteurs ont montré que le 
complexe TORC1, et non TORC2, est la cible de la caféine limitant la croissance chez la 
levure (Wanke et al., 2008). La caféine augmente la durée de vie réplicative, diminuant 
partiellement l'activité de TORC1 et affectant la cascade de kinase TORC1-Sch9-Rim15. Les 
auteurs proposent même leur résultat et l'homologie de la voie TOR comme expliquant une 
corrélation entre la consommation modérée de caféine et une décroissance du risque de 
mortalité chez l'humain (Paganini-Hill et al., 2007).  
 
 
 Les souches mutantes pour le variant d'histone H2A.Z (htz1∆) sont particulièrement sensibles 
aux stress cellulaires induits par la caféine. À une concentration élevée en caféine (10 mM), 
une forte sensibilité est observable par rapport à une souche contrôle de type sauvage. (Dudley 
et al., 2005; Kobor et al., 2004). 
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1.3 RÉGULATION DU CYCLE CELLULAIRE 
 
 
1.3.1 Cycle cellulaire de S. cerevisiae 
 
 
Le cycle cellulaire mitotique chez la levure est comparable à celui des autres eucaryotes. Ce 
processus par lequel une cellule mère produit une excroissance qui deviendra une cellule fille 
est divisible en quatre phases: une première phase de croissance (G1), une phase de réplication 
du génome (S), une deuxième phase de croissance (G2) et une phase de division mitotique (M) 
(voir figure 3). Les phases S et M sont celles qui font l'objet de point de contrôle assurant 
engagement de la cellule vers la prochaine phase seulement lorsque tous les critères sont 
respectés.  
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Figure 3. Cycle cellulaire et régulation sommaire du point de départ chez S. cerevisiae. 
(http://www.csb.ethz.ch) 
 
 
1.3.2 Point de départ du cycle cellulaire (START) 
 
 
Le point de contrôle de la phase S est le plus important, c'est à ce point de contrôle que la 
cellule se compromet pour un nouveau cycle. Ce point de contrôle qu'on appelle ''départ'' (de 
l'anglais START) survient tard en phase G1. Il consiste en l'intégration des signaux 
environnementaux et des signaux cellulaires internes. Il est dépendant du niveau ressenti de 
nutriments, de la taille et de la croissance de la cellule et du niveau métabolique. (Johnston et 
al., 1977). C'est à ce point que la cellule décide si elle entre dans un nouveau cycle cellulaire 
afin de se diviser ou prend une alternative de développement: sporulation, conjugaison ou 
phase stationnaire. L'exécution du point de contrôle engendre une séquence d'événements 
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irréversibles (Charvin et al., 2009; Charvin et al., 2010). Une multitude de gènes ont été 
rapportés pour être induits lors de la transition G1-S. De ceux-ci, les gènes codant pour les 
cyclines de la phase G1 Cln1, et Cln2 et les cyclines de type B Clb5 et Clb6 sont nécessaires 
au passage du point de contrôle (Voir figure 4). L'expression de ces cyclines est donc 
déterminante et régulée de manière très stricte.  
 
 
 
Figure 4. Cyclines du cycle cellulaire chez S. cerevisiae. (Bloom et Cross, 2007) 
 
En présence des signaux de prolifération positifs (voir section sur les signaux prolifératifs et le 
stress cellulaire) et lorsque la cellule atteint  une taille adéquate, il y a activation de la cycline 
de la phase G1 Cln3 (Cross and Levine, 1998). Cette dernière est la cycline en amont de la 
transition G1-S et lie une kinase aux fonctions spécifiques. (Tyers et al., 1993). Les kinases 
dépendantes de cyclines (Cdks) contrôlent  la progression du cycle cellulaire eucaryote. Elles 
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sont des kinases à sérines et thréonine et leur action est modulée  par leurs associations à des 
sous-unités cyclines actives. Chez la levure, une seul Cdk, Cdc28 (Cdk1 chez les eucaryote 
supérieur), s'associe avec les multiples cyclines afin de réguler  le cycle cellulaire.  La cycline 
Cln3 activée se lie à une kinase dépendante des cyclines Cdc28 et est responsable de 
l'induction des autres cyclines permettant la transition Cln1 et Cln2 (G1-S) (Cross, 1995). En 
retour, ces dernières se lient aussi à la kinase Cdc28, amplifiant leur propre expression 
(Skotheim et al., 2008). Cette réponse positive auto-induite amplifie le signal afin d'obtenir 
une expression robuste et rapide des cyclines de la phase G1. Elles provoquent aussi d'autres 
actions menant à la progression du cycle cellulaire. Notamment, elles permettent l'inhibition 
de Sic1, inhibiteur des complexes formés par Cdc28 et les cyclines de type B (Schwob et al., 
1994). Suite à leur prodigieuse mais courte expression, les cyclines de la phase G1 sont 
rapidement dégradées via une protéolyse effectuée par ubiquitination, permettant la poursuite 
des autres phases du cycle cellulaire (Skowyra et al., 1997).  
 
 
1.3.3 Rôle de H2A.Z dans la régulation du point de départ 
 
 
Une équipe a exploré le rôle du variant d'histone H2A.Z dans le  contrôle du point de départ 
du cycle cellulaire (START) (Dhillon et al., 2006). L'étude a caractérisé le défaut de 
progression du cycle cellulaire chez la levure et observé que cela était dû à un délai dans 
l'initiation des signaux originaux de progression. Ils ont montré que la présence de H2A.Z était 
nécessaire à l'expression efficiente dans le temps des protéines de régulation de la transition 
G1-S du cycle cellulaire. Ce problème transcriptionnel pourrait être à la base du délai de 
progression observé. Ils ont ensuite montré que les points de contrôles suivants le point de 
départ, en phase S via la phosphorylation de  Rad53p  par exemple, sont fonctionnels et que 
ceux-ci sont essentiels en absence du variant d'histone. Les gènes reliés aux points de contrôle 
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des dommages à l'ADN ne montrent aucune interaction génétique avec le mutant htz1∆. Ils ont 
observé que les origines de réplication ainsi que le point de départ étaient retardés et/ou 
symptomatiques d'une population désynchronisée en absence du variant d'histone H2A.Z. Ils 
ont conclu que le variant régulait directement ou indirectement les événements permettant le 
passage à travers le point de contrôle. Ils ont alors quantifié l'expression des cyclines suite à la 
délétion htz1∆ par rapport à la souche normale. L'expression des cyclines Cln2 et Clb5 est 
retardée en absence de H2A.Z et cela concorde avec le délai de progression du cycle.  H2A.Z 
est localisé au promoteur des gènes, il pourrait donc être requis pour l'expression correcte et 
efficiente de ceux-ci. Les auteurs ajoutent que des défauts de réplication pourraient causer des 
bris dans l'ADN, et conséquemment suggèrent un lien entre le variant et l'intégrité du génome. 
Comme chez les gènes GAL1-10, la délétion du variant d'histone pourrait aussi compromettre 
directement ou indirectement le recrutement de TBP et de l'ARN polymérase II aux 
promoteurs des gènes (Adam et al. 2001).  
 
 
1.3.4 Contrôle transcriptionnel des cyclines de la phase G1 
 
 
Les cyclines de la phase G1 et de type B sont assujetties à un fort contrôle par une régulation 
transcriptionnelle. La cascade amenant cette régulation en aval des voies de proliférations et 
de la cycline Cln3 ont fait l'objet d'une importante caractérisation.  Tout d'abord, le complexe 
Cdc28-Cln3 phosphoryle Whi5. Celle-ci est homologue de la protéine humaine Rb, est 
impliquée dans la régulation de la taille des cellules et est l'inhibiteur des facteurs de 
transcription responsable de l'induction des cyclines Cln1 et Cln2. Suite à sa phosphorylation, 
la protéine Whi5 inactive quitte le noyau rapidement et libère le complexe de facteur de 
transcription responsable de l'induction des cyclines de la phase G1 et des cyclines de type B. 
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Cette réaction de phosphorylation, dépendante de la signalisation en amont, semble être une 
étape très limitante dans le processus. (Costanzo et al., 2004)  
 
 
Il existe deux complexes importants pour l'activation de l'expression des gènes de la transition 
G1-S: les complexes facteurs de transcription SBF (Swi4/6 Cell Cycle Box Binding Factor) et 
MBF (Mlu1 Cell Cycle Binding Factor). Bien que ces complexes ont des cibles différentes, ils 
sont régulés de façon similaire et auraient un fonctionnement semblable. Par contre, seul SBF 
a un rôle clé et dominant pour le passage en phase S. Celui-ci est le complexe de facteurs de 
transcription majoritairement responsable de l'induction des cyclines de la phase G1 Cln1 et 
Cln2. Ce complexe hétérodimèrique composé des facteurs de transcription Swi4 et Swi6 (aussi 
présent dans le complexe MBF) est impliqué dans l'expression des gènes de bourgeonnement 
et de biosynthèse de la membrane et de la paroi cellulaire. De plus, comme la majorité des 
autres facteurs de transcription connus, les deux complexes lient in vivo une fraction de leur 
séquence motif consensus connue dans le génome.  
 
 
Enfin, l'expression des gènes adjacents aux sites liés par SBF et MBF est dépendante du cycle 
cellulaire, montrant un rôle des facteurs pour la synchronisation durant le cycle cellulaire 
mitotique. (Iyer et al., 2001). Le complexe SBF est prélié aux promoteurs des cyclines de la 
phase G1 et est activé par une kinase Cln/Cdc28 (Koch et al., 1996). Trois sites consensus 
d'interactions du complexe SBF et deux sites potentiels du complexe MBF sont situés en 
amont du site d'initiation du gène Cln2 (Cross et al., 1994).   
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Comme mentionné auparavant, le complexe SBF est inhibé par la protéine Whi5 (homologue 
de la protéine Rb) lorsqu'il prépare les gènes à leur induction rapide. Au point de contrôle G1-
S, la phosphorylation de l'inhibiteur et son départ vers le cytoplasme permet l'activité 
transcriptionnelle du complexe SBF aux promoteurs des cyclines de la phase G1 (voir figure 
5). Suite au passage du point de contrôle, les cyclines de la phase G1 et de type B sont 
éteintes, le complexe SBF n'étant plus présent au promoteur de celle-ci (Koch et al., 1996). 
Ceci est régulé grâce à l'inhibition du complexe SBF par Clb2-Cdc28 lors d'autres phases du 
cycle cellulaire chez la levure (Amon et al., 1993; Siegmund and Nasmyth, 1996). 
 
 
Figure 5. Régulation transcriptionnelle des cyclines de la phase G1 et de type B. (Bloom 
et Cross, 2007) 
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1.3.5 Expression cyclique des cyclines de la phase G1 régulant le point de départ 
(START) 
 
 
Le laboratoire de Frédérick R. Cross a étudié le promoteur du gène de la cycline de la phase 
G1 Cln2 et l'effet de chacune de ses composantes sur la régulation de la cycline (Bai et al., 
2010). Les auteurs sont partis du principe que les sites de liaison des facteurs de transcription 
étaient situés en amont du site d'initiation (dans la région dépourvue en nucléosome) et que 
d'autres éléments pouvaient moduler l'interaction des facteurs de transcription à leurs sites 
spécifiques. À l'aide de constructions modifiant le positionnement des nucléosomes aux 
promoteurs de gènes régulés par le complexe SBF et d'une méthode de quantification de 
l'expression pour chaque cellule séparément, ils ont caractérisé l'expression cyclique et 
l'importance de la disponibilité des sites de liaisons de SBF (SCB). Les trois sites de liaison de 
SBF au promoteur du gène CLN2 sont situés directement dans la NDR et plusieurs 
nucléosome sont bien positionnés de part et d'autre. L'activation du promoteur du gène de la 
cycline survient de façon fiable à chaque cycle cellulaire. Suite à l'incorporation de 
nucléosomes sur la portion normalement libre, les auteurs ont observé une expression 
bimodale (fonctionne normalement ou pas du tout) du gène rapporteur à courte durée de vie 
(une GFP instable). Cette expression bimodale montre une certaine mémoire, c'est-à-dire où 
les prochains cycles sont affectés par le résultat du cycle précédent. Celle-ci n'est pas le 
résultat d'une présence partielle du nucléosome aux SCBs et la délétion de H2A.Z ne module 
pas ce résultat. Il se pourrait qu'une marque, un positionnement ou un paramètre particulier 
soit conservé entre les cycles ce qui expliquerait l'influence du cycle précédent.   
 
 
 De façon abrégé, la NDR est importante pour l'expression  normale  de la cycline et des autres 
gènes régulés à travers le cycle cellulaire. Les SCBs sont affectés par le positionnement des 
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nucléosomes et l'expression résultante est bimodale. Bien que le variant d'histone H2A.Z ne 
soit pas requis pour l'expression de la cycline lorsqu'un nucleosome masque les SCBs, les 
auteurs ont obtenu  le même délai dans l'activation de SBF et l'induction de la transcription en 
son absence. Il se pourrait donc que le variant ait une fonction dans la préparation du gène à 
son activation. Par exemple, le positionnement des nucléosomes adjacents pourrait être 
finement modifié en son absence, de manière plus ou moins définie, ce qui masquerait les 
SCBs. De plus, les nucléosomes contenant le variant d'histone H2A.Z pourraient  être 
favorables  à l'interaction  du complexe SBF au promoteur. Finalement, le variant d'histone 
pourrait être nécessaire au recrutement de facteurs préalables à SBF. 
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CHAPITRE 2 
 
 
2.1 PRÉAMBULE 
 
 
Article 
Histone variant H2A.Z is essential for proper poising of G1 cyclins promoters by SBF 
and START checkpoint recovery following caffeine induced stress 
 
 
 
L'objectif du projet était de mieux comprendre l'implication du variant d'histone H2A.Z 
dans l'expression cyclique des cyclines régulant le point de départ (START) du cycle 
cellulaire chez S. cerevisiae. De plus, nous souhaitions déterminer ce qui rend la souche 
mutante pour le variant d'histone H2A.Z (délétion du gène HTZ1) fortement sensible au 
stress cellulaire occasionné par de hautes concentrations en caféine chez la levure. 
 
 
 
Faisant suivre un projet entamé il y a plusieurs années dans le laboratoire, j'avais à  ma 
disposition plusieurs éléments de départ. J'ai d'abord testé la sensibilité des souches 
sauvages et mutantes  htz1∆ à la caféine. J'ai retiré un gène supplémentaire (une protéase, 
BAR1) aux souches utilisées précédemment à l'aide de l'intégration d'une cassette 
homologue contenant le gène de résistance à la Nourseothricin (NAT). Cette manipulation 
fut  effectuée afin de faciliter la synchronisation des cellules à l'aide d'une phéromone 
d'accouplement arrêtant les cellules en phase G1, nommées alpha-factor (une dose mille 
fois moins importante suffit alors pour synchroniser la culture). Suite à l'optimisation de la 
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synchronisation et du relâchement des cellules en phase G1 du cycle cellulaire, j'ai 
déterminé les points clés à évaluer par les méthodes dont je disposais.  Nous avons pu 
observer les différences phénotypiques engendrées par les diverses conditions étudiées et 
choisir les points marquants de la régulation affectée. La  reprise de ces conditions pour 
une quantification de l'ARNm à tous ces points  nous informa sur de grandes différences 
dans la force de l'expression et le minutage des cyclines de la phase G1. Celles-ci régulent 
le principal point de contrôle du cycle cellulaire eucaryote, la transition G1-S. Ce point de 
contrôle est l'événement ou chaque cellule décide ou non d'entamer un cycle de division 
mitotique. Après les résultats obtenus, plusieurs expériences d'immuno-précipitation de la 
chromatine pour les histones H2B et H2A.Z et les facteurs de transcription Swi4 et Swi6 
nous ont informé sur un problème potentiel de liaison aux promoteurs concernés en 
absence du variant d'histone H2A.Z. 
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Abstract 
Histone variant H2A.Z is a hallmark of poised gene promoters and is important for the 
activation of many inducible  genes. Although this variant is essential for metazoan early 
development, the gene encoding H2A.Z (HTZ1) is not essential in Saccharomyces 
cerevisiae. However, htz1∆ strains exhibit slow growth and strong sensitivity to cellular 
stress induced by various pharmaceutical agents. One of those agents is caffeine, a 
xanthine alkaloid well known for its stimulatory effects on the central nervous system, 
and it was recently recognized for inhibiting the TOR pathway. This pathway is 
upstream of the major cell cycle checkpoint in yeast, called START. This checkpoint 
regulates G1-S transition, the moment where cells commit for another cell cycle. 
Previous studies have shown that the expression of START checkpoint components is 
affected in an  htz1∆ strain. Also, START components are very tightly regulated during 
the cell cycle by two transcription factor complexes, SBF and MBF.  Here, we show that 
sensitivity of the htz1∆ mutant cells to caffeine is mostly due to a G1 cell cycle arrest 
caused by misexpression of implicated cyclins. Surprisingly, caffeine treatment does not 
influence H2A.Z dynamics during gene activation. Instead, the binding of Swi4 (one of 
the two SBF components) during G1 at cyclin promoters is dependent on the presence of 
H2A.Z. Our results bring a mechanistical insight into the function of H2A.Z in cell cycle 
regulation.  
 
Introduction 
Cell cycle progression is highly regulated by fixed checkpoints that ensure cells are ready for 
division.  The major checkpoint in Saccharomyces cerevisiae, where cells commit for another 
division, is named START and occurs in late G1 according to cell growth and size (Pardee, 
1989). Many factors can modulate its regulation, including environmental stress, nutrient 
availability or various pharmaceutical agents. Additionally, genetic studies identified 
numerous mutants that are sensitive to acute cell cycle regulation defects, including mutation 
of HTZ1, the gene encoding histone variant H2A.Z. (Dudley et al., 2005) 
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Chromatin is the physiological association of DNA and proteins in the eukaryotic nucleus. The 
nucleosome is the basic unit of chromatin and has long been viewed as a simple building block 
for DNA compaction and storage. However, considerable research from the past decades has 
assigned important regulatory functions to chromatin states, and as such, the nucleosome is 
now viewed as a central component in nuclear functions. Nucleosomes consist of roughly 
147bp of DNA wrapped around a histone octamer, composed of  a tetramer of H3-H4 with 
two dimers of H2A-H2B. These are reffered to as the core histones (canonical histones), but 
there are several other histone variants that can be incorporated within specific nucleosomes. 
Those variants can affect stability, position, and interactions of nucleosomes.  S. cerevisiae has 
three non-canonical variants of histones: H2A.Z (H2A-related variant) H3-related histone 
CenH3 (Cse4, found only in centromeric nucleosomes) and linker histone H1 (present only in 
one of 37 nucleosome in yeast). H2A.Z, a close variant of histone H2A, is associated with 
transcriptional regulatory functions, genome integrity and stability. H2A.Z contributes to 
activate transcription of inducible genes (GAL1-10, PHO5) in combination with chromatin 
remodelers SAGA and Swi/Snf (Adam et al., 2001; Santisteban et al., 2000) and prevents the 
spreading of silent chromatin into euchromatin (Meneghini et al., 2003). This variant is 
present at TSS-flanking nucleosomes in the vast majority of genes in yeast (63 to 80% of 
genes, depending on the threshold) (Guillemette et al., 2005; Zhang et al., 2005). There is a 
negative correlation between gene activity and the presence of H2A.Z at the promoter . 
Furthermore, when compared to core histones H3-H4, H2A.Z tends to be specifically evicted 
following gene activation (Zhang et al., 2005). Also, NFRs are better positioned when flanked 
by H2A.Z-containing nucleosomes (Guillemette et al., 2005). From these data, a model has 
emerged to explain the function of H2A.Z in regulating gene expression. H2A.Z is positioned 
at the promoters of inactive genes that need to be induced under specific conditions.  H2A.Z 
could be crucial for proper activation of those genes by helping to position nucleosomes, and 
then by facilitating nucleosome remodelling to give access to the underlying DNA 
(Guillemette et al., 2005; Marques et al., 2010). It also very important for interactions of many 
factors necessary for gene activation at GAL1, where binding of Snf2, Gcn5 and Srb4 
(subunits of Swi/Snf, SAGA and Mediator) is affected by htz1∆ condition (Lemieux et al., 
2008). 
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Yeast mutants carrying deletion of HTZ1, the gene encoding H2A.Z, have abnormal 
behaviors; genes activation, cell membrane and cell cycle defects (Yoshikawa et al., 2011). 
Mutant htz1∆ strains grow slowly and are more sensitive to several chemicals and growth 
conditions (Dudley et al., 2005). A study showed that the htz1∆ mutant had defects in the G1-
S transition of the cell cycle (Dhillon et al., 2006). The authors explained the slow progression 
of the cell cycle by an expression delay in cyclins CLN2 and CLB5. Additionally, they 
observed that it is specific to START and not to the intra-S-phase checkpoint. It is known that 
START cyclins are regulated by a strong gene activation mechanism involving positive 
proliferating signals coupled to transcription complexes poised at the promoter (Sherlock and 
Rosamond, 1993).  
In this study, we investigate functions of histone variant H2A.Z in the START phase of the 
cell cycle upon caffeine-induced stress. We first confirmed sensitivity of the mutant and delay 
of START. We characterised dynamics of the variant at regulated promoters to evaluate 
correlation with gene activation. Finally, we evaluated binding of SBF components and degree 
of importance of H2A.Z for proper poising.  
 
Materials and methods 
Yeast strains and genetic methods.  
Saccharomyces cerevisiae W303a strain used was a kind gift from M-A Osley. All methods 
for deletion of a gene or to add an epitope tag to a protein are described in (Janke et al., 2004). 
The htz1∆ strain is isogenic to W303a and was made by disrupting HTZ1 gene. We used a 
tagged H2A.Z-3MYC/ H2B-3HA strain from previous study (Guillemette et al., 2005). We 
added 10-MYC epitope to SWI4 and SWI6 alleles using  a PCR-based allele replacement 
method with a KAN-MX cassette (G418 selection). Afterward, we removed the BAR1 gene 
from all of our strains to facilitate cell-cycle synchronisation using alpha-factor. Cells were 
counted with a metallized hemacytometer (from Hausser) to accurately harvest equal quantity 
of cells for further experiments.  
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Growth conditions 
All cultures were growth at 30ºC in YPD media in sterile conditions. All cultures were diluted 
and grown to early log phase (OD600= 0.5) prior synchronisation with 10µg/ml of mating 
pheromone alpha-factor (synthesised peptide). Wt cells were treated with alpha-factor for 4 
hours and slower htz1∆ strains were treated for 5 hours to enhance synchronisation efficiency. 
Cells were washed three times in sterile distilled water at 30ºC. Cells were released in YPD 
with or without 8mM caffeine (anhydrous from Sigma). We added 0,1mg/mL of Pronase E to 
insure that any remaining alpha-factor is degraded. 
 
FACS analyses 
Samples were fixed with 70% ethanol for one hour at RT, centrifuged than washed in one 
volume of 50mM sodium-citrate pH 7.0. Samples were treated with 20 µg RNase A (from 
Sigma)  (in 500 µL of sodium-citrate buffer), sonicated briefly and incubate at 37ºC for 30 
minutes. Cells were then treated with 20 µg proteinase K (from Bioshop)(in 200 µL of 
sodium-citrate buffer) at 50 ºC for 30 minutes. Again, cells were resuspended in sodium-
citrate buffer and a small fraction was stained with 1mM SYTOX® Green nucleic acid stain 
(from Lifes technologies) just before FACS reading. DNA content from each samples were 
measured with a BD FACSCalibur™ flow cytometer and analysed with CellQuest software. 
Green fluorescence were calibrated with FL-1 to obtain 1N of DNA at 200 and 2N at 400 units 
of fluorescence.  
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mRNA extraction, RT-qPCR 
With the same synchronised cultures from previous FACS experiment, about cells 2 x 10
8
 
cells were collected from release (0 minutes) to 165 minutes. Flash frozen pellets were 
extracted using a hot acid phenol method (Schmitt et al., 1990). RNA samples were treated 
with RQ1 RNase-free DNase(from Promega). After first strand cDNA synthesis was done 
using Mmlv-RT fromX. qPCR analysis were done with homemade qPCR kit (cold sensitive 
TAQ purified by HPLC) using CFX Connect™ Real-Time PCR Detection Systems (from Bio-
Rad). Primers were ordered from Sigma. Normalisation was done measuring reference  genes 
from a yeast optimisation study (Teste et al., 2009) and other known steady genes. We choose 
HXT13 mRNA as a normalisation mRNA for all RT-qPCR experiements. 
 
ChIP 
Cultures were synchronised using the same alpha-factor treatment as above. Samples of about 
2 x 10
9
 cells were harvested and cross-linked with formaldehyde (1% final for 30 minutes at 
RT). Samples were quenched with glycine (0.125 M final) 5 minutes, then washed 3 times in 
ice cold distilled water and flash frozen until lysis. Cells were lysed with glass beads for one 
hour at 4ºc  in lysis buffer (50mM HEPES-KOH pH 7.5, 140mM NaCl, 1mM EDTA, 1% 
TRITON X-100, 0,1% Na-Deoxycholate, 1mM PMSF, 1X protease inhibitor cocktail (Roche). 
Chromatin was sheared by sonication to an average size of 500bp (Bioruptor® from 
Diagenode). 400µL of chromatin extract was incubated overnight at 4ºc with 2µL of anti-
MYC 9E10 antibody or anti-HA 12CA5 antibody (from Roche, solubilised at 0,4mg/mL in 
PBS 50% glycerol). The next day, chromatin and antibody solutions were incubated with 
20µL of washed (3 times in PBS + 5mg/mL BSA)  magnetic beads coupled with protein G 
(Dynabeads from Novex®) for 4 hours at 4ºc. Samples were washed twice with 1mL of lysis 
buffer, twice with 1mL of 500mM NaCl lysis buffer and twice with 1mL of wash buffer 
(10mM Tris-HCl pH 8.0, 250mM LiCl, 0.5% NP40, 0.5% Na-Deoxycholate, 1mM EDTA) 
and quickly washed once with 1mL of TE. Cross-linking was reversed at 65ºC for 6 hours in 
TE + 0.1% SDS. Samples (with 10mg of glycogen) were sequentially treated with RNase A 
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(30 µg), treated with  proteinase K (75 µg), for one hour at 37 ºc. DNA from input samples 
(1% input) and incubated solution samples was extracted twice in one volume of phenol-
chloroform-isoamyl alcohol and once in chloroform only. DNA was precipitated and washed 
with ethanol. qPCR analysis were done with homemade qPCR kit (cold sensitive TAQ 
purified by HPLC) using CFX Connect™ Real-Time PCR Detection Systems (from Bio-Rad). 
Primers were ordered from Sigma. 
 
Results 
H2A.Z is required for recovery from caffeine-induced cellular stress at the START 
checkpoint 
The Saccharomyces cerevisiae cell cycle is very well characterised and many factors have 
been shown to be involved its regulation. In addition to environmental growth conditions, a 
number of molecules can induce cellular stress and modulate cell behaviour. High 
concentrations of caffeine has been shown to inhibit yeast growth by the inhibition of the TOR 
pathway, 8mM caffeine inhibits TOR activity to about 80% (Cortez, 2003; Kaufmann et al., 
2003; Wanke et al., 2008). Moreover, htz1∆ yeast cells are especially sensitive to caffeine 
induced stress (Dudley et al., 2005). In order to characterise caffeine-induced stress sensitivity 
of the htz1∆ mutant we first made use of a simple spot test approach (Figure 1A). Both strains 
grow equally well on rich media (YPD), Wild-type (wt) colonies appear larger and grow 
faster. We confirmed the caffeine sensitivity of the mutant compared to the wt strain in a 
concentration range of 6mM to 12mM caffeine in the  W303a background. Mutant htz1∆ cells 
are substantially more sensitive to 8mM caffeine than wild type cells.  Because there is a 
strong difference in growth between wt and htz1∆ mutant strains when cells are grown with a 
caffeine concentration of 8 mM, we chose that condition for further experiments. Mutant 
htz1∆ strain is more sensitive to rapamycin compared to wt strain but difference are weaker 
than with caffeine treatment, suggesting that caffeine could have a effect on a particular  
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Figure 1. Sensitivity of mutant htz1∆ to cellular stress induced by caffeine and effect of 
both conditions on cell cycle progression. 
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1A - Equal number of Wt and htz1Δ were serially diluted and 2µl were spotted on the indicated media: 
rich media (YPD), YPD with 20mM rapamycin (Rap 20mM) and YPD with 8mM caffeine (Caf 8mM). 
YPD plates were incubated for 48 hours and Rap 20mM and Caf 8mM plates for 96 hours at 30 ºC. 
1B - Cell cycle regulation by caffeine and phenotype of htz1∆. Fluorescence-activated cell sorting was 
used to measure the amount of DNA in each cell. After synchronisation with alpha-factor, G1 phase 
haploid cells contain one copy of the genome (1N) and replicate DNA during S phase to obtain two 
copies (2N) before mitosis. 
pathway involving H2A.Z Also, caffeine could affect more pathway, as PI3K kinase (Foukas 
et al., 2002) and ATM/ATR pathways to overcome cell cycle checkpoints (Cortez, 2003).  
 
 
To evaluate the cell cycle progression of htz1Δ strains and the effect of caffeine treatment, we 
used nucleic acid staining (Sytox green) coupled with FACS analysis. This method allows 
measuring single cell DNA content and cell cycle phase associated with genome copy number. 
We knocked out the BAR1 gene (protease) from all our strains with the purpose of easier 
synchronisation with the mating pheromone alpha-factor. After arresting cells in the G1 phase 
with alpha-factor, both strains were released in rich media with or without caffeine. Figure 1B 
shows a significant population with 1N content of DNA  after alpha-factor treatment, 
indicating that the most cells in the population are arrested in G1. After release, the wild type 
strain passes through the START checkpoint rapidly  and begins synthesizing new DNA after 
30 minutes (as shown by a fluorescent shift to the right). Mutant htz1∆ cells take more time to 
pass through START but proceed to S phase in about 90 minutes, indicated by a decrease in 
the 1N population and the appearance of a 2N population (G2/M phase of the cell cycle). At 
8mM caffeine, wt cells slowly enter S phase after 120 minutes and htz1∆ cells remain 
permanently arrested at the START checkpoint (even after overnight incubation, data not 
shown). This result shows that caffeine alters the regulation upstream of the START 
checkpoint and that H2A.Z is important to recover from the cellular stress. 
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htz1∆ cells show delayed mRNA expression of SBF-regulated genes. 
It was previously published that S. cerevisiae cells lacking H2A.Z are defective for 
transcriptional activation of many genes (Adam et al., 2001; Hartley and Madhani, 2009; 
Santisteban et al., 2000) including CLN2 and CLB5 (Dhillon et al., 2006).  The START is the 
major event when cells commit for another mitotic cycle. Crucial gene regulation events are 
mediated by the SBF complex (Swi4 and Swi6, discussed later) in a cell-cycle dependant 
manner. Upon proliferative signals, activated Cln3-Cdc28 phosphorylates Whi5, the repressor 
of the SBF complex and allows transcriptional activation of the G1-phase cyclins (Costanzo et 
al., 2004). Transcription of CLN1 and CLN2 peak at the G1-S transition. Others cyclin genes 
CLB5 and CLB6 also peak at this cell cycle phase, but are induced by a different, SBF-related 
complex, MBF (Mbp1 and Swi6).. Newly produced Cln1 and Cln2 activate Cdc28, which 
provides a positive feedback loop for the expression of G1 cyclins and ensures a robust entry 
into S-phase (Skotheim et al., 2008).  
We measured the expression of START regulators by RT-qPCR at fixed time points after 
arrest/release from alpha-factor (as described in Figure 1). For all genes, mRNA levels in G1 
were similar between conditions. Following release, CLN2 is strongly induced at 15 minutes 
and peaks at 30 minutes for wt cells in rich media, which correlates with their release from 
START (Figure 1B). The expression of CLN2 in htz1∆ cells peaks at 60 minutes but seems 
less synchronised, indicated by a larger flatter peak (Figure 2A). Once again, this correlates 
with the passage of htz1Δ cells from START, which is also less synchronized than wt cells 
(Figure 1B). Caffeine treatment affects both strains, reducing dramatically mRNA levels of 
CLN2. Wt cells produce a small peak of CLN2 at 30 minutes (Figure 2A), which is likely 
insufficient for START passage (Figure 1B).  
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Figure 2. Gene activation of G1 phase and B type cyclins is delayed in an htz1∆ strain 
and is further affected by caffeine.  
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RT-qPCR experiments following release in rich media with or without 8mM caffeine. Wt (blue), Wt 
with 8mM caffeine (red), htz1∆ (green) and htz1∆ with 8mM (purple). Results are shown for cell-cycle 
regulated CLN2 (A), CLN1 (B) and SVS1 (C) (control gene regulated by SBF in a cell cycle dependant 
manner), CLB5 (D) and SWI4 (F). CLN3 (E) and SWI6 (G) expression is cell-cycle independent. 
Results from a single representative experiment are shown. Independent replicates are shown in Figure 
supp 1.   
 
 
CLN2 expression then slowly rises and reaches maximal levels at 105 minutes, which appear 
to be sufficient to activate the positive feedback loop and exit G1 in an unsynchronised 
manner (Figure 1B)  htz1∆ cells treated with caffeine appear unable to express CLN2 to 
detectable levels (even after 16h, data not shown). We obtained very similar results for CLN1 
and CLB5, with slightly different kinetics for CLB5 (Figure 2B,D) These results supports 
previous claims that caffeine acts by inhibiting the TOR pathway, which precludes the 
activation of Cln3-Cdc28 and transcriptional activation of CLN2, CLN1 and CLB5. These 
results show that histone variant H2A.Z is involved, directly or indirectly, for accurate 
transcriptional activation of components allowing START checkpoint release.   
It has been suggested that SBF is pre-bound at CLN1 and CLN2 cyclin promoters in early G1, 
to insure proper gene activation in late G1 (Koch et al., 1996).It has been shown that loss of 
Swi4 causes severe cell cycle phenotypes (Breeden, 1996), therefore, we quantified mRNA 
expression of both components of SBF, Swi4 and Swi6. Swi4 transcription is dependent on the 
cell cycle and is greatly affected by growth conditions (Figure 2F). Wt strain transcribed Swi4 
mRNA very early following release in rich media at about four fold of starting release 
expression. Caffeine caused a 15 minutes  delay in SWI4 gene activation and slightly reduced 
the fold activation. Mutant htz1∆ cells have comparable starting mRNA level but are delayed 
by about 30 minutes as for cyclins gene. In a very similar way, htz1∆ cells treated with 
caffeine were unable to activate SWI4. As shown previously, Swi6 is expressed constitutively 
and mRNA levels do not vary much with cell cycle phases (Figure 2G).  
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We also measured the mRNA levels of constitutively expressed components of this regulation 
pathway such as CLN3 (Fig. E), TOR1, SCH9, and CDC28 (data not shown). As expected, the 
expression of these genes does not vary through the cell cycle, is normal in htz1Δ cells and is 
not significantly affected by caffeine treatment. In sum, our data show that the loss of H2A.Z 
causes a delay in the expression of cell cycle regulated genes, and not constitutive genes. This 
expression defect is exacerbated in the presence of caffeine. 
 
 
H2A.Z is present at G1 cyclin gene promoters with small dynamic changes correlated 
with transcriptional activation. 
Nucleosome occupancy change at promoters is often linked with transcriptional state. H2A.Z-
containing nucleosomes are enriched around the transcription start site (TSS) and are evicted 
upon gene activation. This is true for a majority of genes, especially for repressed genes that 
need to be expressed quickly. To verify if H2A.Z dynamics (incorporation/eviction) could 
have a significance at START checkpoint, we performed chromatin immunoprecipitation 
(ChIP) using tags (see Materials and methods for details).  
We added 3-Myc tag to HTZ1 and 3-HA tag to HTB1 (one of the core histone H2B allele), the 
latter used in ChIP experiments to account  for nucleosomal density. We fused epitope tags to 
the endogenous allele as described previously (Guillemette et al., 2005). We used the same 
synchronisation and release parameters and comparable time points as described above. We 
performed ChIP experiments for H2A.Z and H2B at the same time (both tagged histones 
expressed in the same strain) and used equal fractions for ChIP.  H2A.Z and H2B ChIPs were 
normalised to input (1%) .  
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Figure 3. Dynamic changes of H2A.Z at cyclin promoters. 
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H2A.Z (MYC) (blue) and H2B (HA) (red) signals are normalised over 1% input. These are triplicate 
data adjusted on release points (T=0) from each set to compare profile changes. Schematic 
representation of the promoter region of G1-phase cyclins; two points of view were used for qPCR 
analysis (-600 and TSS, figure's header). Dark bars are non-treated condition and light bars are samples 
with 8mM caffeine. ChIP of H2A.Z and H2B at CLN2 promoter (A, B, C, D), and at CLB5 promoter 
(E,F,G,H). ChIP of H2A.Z and H2B at TSS of CLN1 and CLN3 promoter (I, J, K, L). 
 
Since the htz1∆ strain has an important delay in G1cyclin expression, we expected significant 
dynamic changes in H2A.Z occupancy. We chose two sites for qPCR analysis, at the 
transcriptional start site (TSS) and 600 bp upstream (to look at NFR flanking nucleosomes of 
G1-phase cyclins promoters) (figure 3). H2A.Z is well represented at the TSS for CLN1, 
CLN2 and CLB5 promoters compared to CLN3 promoter (approx. 7.5 fold). H2A.Z signals 
over 1% input are almost as high as H2B and profile are very similar upon gene activation. 
There is a slight decrease of H2A.Z and H2B signals concomitant with gene activation at the 
TSS of late G1-induced genes, which could correspond to chromatin remodelling associated 
with transcriptional activation. Surprisingly, there are only minor differences between 
untreated and caffeine treated samples. There is a small drop of signals at -600 sites and this 
does correlate with remodeling of chromatin after transcription activation. There is significant 
nucleosomal dynamic changes at TSS upon gene activation of CLN1, CLN2, CLB5. Moreover, 
there is a strong signal for H2A.Z at both locations on specific CLN1, CLN2, CLB5 promoters 
(compared to control sites) and this histone variant could be required for recruitment of 
remodeling complexes components and transcription factors at promoter.  
 
H2A.Z is important for pre-binding of SBF at cyclin promoters in early G1  
SBF normally associates to G1-cyclin promoters before gene induction, an event that is critical 
for gene activation at the G1-S phase transition. SBF binding sites are normally located in the 
NFR. Flanking nucleosomes have an important influence on this interaction, and changes in 
promoter conformation leads to bimodal expression of SBF regulated cyclins (Bai et al., 
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2010).  We performed ChIP experiments of SBF components Swi4 and Swi6. We used the 
same methods to obtain those strains using PCY03a (w303a wt, bar1∆) and PCY04a (htz1∆, 
bar1∆), fusing 10MYC epitope tags to endogenous SWI4 or SWI6 genes. First, we verified 
tagging efficiency and protein abundance in whole cell extracts using western blot (supp. 
figure 2A and 2B). Both transcription factors are similarly present before and after release in 
G1 in wt and htz1Δ strains. Interestingly, caffeine treatment led to a decrease of both Swi4 and 
Swi6 proteins at later points in both wt and htz1Δ strains (90 minutes). This likely represents a 
global loss of protein caused by cellular stress, since TBP also shows a decrease in signal 90 
minutes after stress.  
We next used the SBF tagged strains to measure the importance of H2A.Z on their binding to 
G1-cyclin promoters. Both SBF components interact with the control promoter PCL2 (Supp. 
figure 3E, and 3F) (as reported by genome-wide ChIP-on-chip, (Iyer et al., 2001)). Near 
background signals for the non-SBF regulated CLN3 promoter (supp. figure 3B and 3D).At 
the CLN2 gene, both Swi4 and Swi6 show stronger binding at the -600 bp region of the CLN2 
promoter than at the TSS (Figures 4A, 4B, 4E and 4F). This is expected since CLN2 has been 
shown to be regulated by SBF. In wt cells,  Swi4 is poised at the -600 bp site upon release 
from G1 arrest. The signal drops after induction of CLN2 and increases again at later time 
points when cells reach the next G1 phase. The signal on the second cycle is weaker; this is 
most likely caused by loss of synchronisation. In htz1∆ cells, the Swi4 signal at release is 
lower and never reaches the wt level, suggesting that Swi4 is not pre-bound at the promoter in 
early G1 and is poorly recruited in late G1. In contrast, HTZ1 does not seem to affect the 
binding of Swi6 as much at the CLN2 promoter, where only a small drop is perceptible in 
htz1Δ cells. Overall, caffeine does not affect binding of either Swi4 of Swi6  in either wt or 
htz1Δ cells.  
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Figure 4. Implication of histone variant H2A.Z for the binding of Swi4 at START cyclin 
promoters.   
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ChIP-PCR experiments with MYC-tagged SBF components (Swi4 and Swi6). The same 
synchronisation and release conditions were performed as described in Figure 2. Wt (blue), Wt with 
8mM caffeine (green), htz1∆ (red) and htz1∆ with 8mM (purple). Both SBF components were 
immunoprecipitated with chromatin to measure binding at two sites (-600 before the TSS and TSS) in 
the CLN2 and CLB5 promoters.  ChIP qPCR signals were normalized to input qPCR signals for each 
sample.  
 
 
At the CLB5 gene, ChIP signals for Swi4 are much lower at the -600 bp site and are instead 
stronger at the promoter(Figure 4C, 4D, 4G and 4H). Conversely, the Swi6 ChIP signal is as 
strong at the CLB5 -600 bp site as it is at CLN2. This is expected as the CLB5 promoter has 
been shown to be bound by a closely-related complex, MBF, which includes Swi6. As 
observed for the CLN2 promoter, H2A.Z affects the binding of Swi4 at the CLB5 TSS in early 
G1, but not Swi6.  
 
 
Discussion 
It has been already shown that htz1∆ strains are very sensitive to various pharmaceutical 
agents (Dudley et al., 2005). We observed a growth defect of the htz1Δ strain in caffeine at 
comparable concentrations (10mM compared to 8mM for our study) in  background strain 
S288C. Treatment with high concentrations of caffeine has been recently shown to inhibit 
TORC1. It has been estimated that less than 20% of TORC1 activity remains at  8mM 
caffeine. Our results show that alpha-factor-arrested cells released in 8mM caffeine progress 
more slowly in the cell-cycle and show weak activation of G1 phase cyclin genes. These 
results could be explained by the fact that TORC1 is upstream of the START checkpoint. 
Interestingly, there is a weak activation of CLN1, CLN2 and CLB5 that is observed at 30 
minutes post-release.  This peak is seemingly insufficient for the initiation of START and 
50 
could probably be due to a population effect with low average signal. As such, only a small 
fraction of cells are able to activate the positive feedback loop with a normal timing. Our  
FACS results show that caffeine-treated wt cells finally begin passing through START, albeit 
unsynchronized, by 60 minutes. At mRNA level, there is a very large and low peak by 60 
minutes showing unsynchronised expression by few cells at the time. The full expression of 
the cyclin genes  tends to be bimodal (''on/off'') due to the reinforcing feedback loop (Bai et 
al., 2010). Hence, the use of single cell reporters could be very advantageous to conclude on 
this in the future.   
A previous study observed that the expression of both CLN2 and CLB5 are delayed in htz1∆ 
strains (Dhillon et al., 2006). They measured mRNA transcript levels with radiolabeled PCR, 
and showed a delay in the htz1∆ strain compared to wt. We obtained very comparable results 
with RT-qPCR experiments. We obtained slightly faster gene activation following release, 
with higher dynamic ranges for both genes. This is most likely due varying experimental 
conditions, for example, we washed the arrested cells three times in water before release, and 
used Pronase E to degrade any remaining alpha-factor. Different results  could also be due to 
unidentified genetic differences dependent on strain backgrounds. In both studies, CLB5 is 
activated earlier than CLN2. We further monitored other components linked to the START 
checkpoint. CLN1 mRNA expression profiles are very similar to CLN2. Another gene 
regulated by the SBF complex, SVS1 was used as a control and appeared activated at the same 
time as G1-phase cyclins.   
Transcriptional activation of all the observed cell cycle dependant genes is greatly affected by 
both the deletion of HTZ1 and caffeine treatment. We observed an exacerbated effect when 
htz1Δ cells were treated with caffeine, as no visible activation of START checkpoint 
regulators is observed. However, it is difficult to distinguish between  a direct effect on cyclin 
gene activation or an indirect effect caused by a general slowing of the cell cycle.   
Importantly, constitutive upstream components of the TOR pathway (Tor1, Sch9, Cdc28, 
Cln3) are not affected in htz1Δ of by caffeine treatment . This suggests a specific link between 
H2A.Z and SBF-regulated genes.  
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H2A.Z is abundant at the G1 phase cyclin promoters, as for many other repressed genes such 
GAL1-10 genes. We observed reduced H2A.Z binding upon gene activation at the TSS, 
indicative of chromatin remodelling during transcription. This site displays a well positioned 
nucleosome that flanks the NFR. This nucleosome seems to be enriched with H2A.Z, which 
could explain the very fine localisation of that nucleosome. As seen in a previous study, 
nucleosomes in promoters enriched with H2A.Z tend to be better positioned (Guillemette et 
al., 2005). There is a small decrease of H2A.Z occupancy upon gene activation, as for H2B. 
However, we cannot explain gene activation defects only by those modest dynamic changes.  
 
SBF is well known to be poised at G1 phase cyclin promoters before activation (Koch et al., 
1996). Studies from the Cross lab demonstrated strong evidence that nucleosome positioning 
regulates the binding of SBF at the NFR (Bai et al., 2010).  Translocation of SBF binding sites 
into nucleosome-bound positions causes bimodal expression when using a single cell CLN2-
promoter-coupled GFP reporter. Authors noticed a slower SBF activation in the htz1∆ strain, 
but HTZ1 did not affect the bimodal expression profile, suggesting that H2A.Z does not 
influence the positioning of nucleosomes at that promoter. Furthermore, another study 
suggested that NFR formation precedes and is important for the incorporation of H2A.Z into 
chromatin, and not the opposite (Hartley and Madhani, 2009). Here, we observed a significant 
decrease of Swi4 poising at the CLN2 promoter in the htz1∆ strain. This poising defect at 
START regulations would be enough to cause observed delays in htz1∆ strains. We suggest 
that H2A.Z has an architectural function, allowing normal poising conformation of cyclin gene 
promoters before the START checkpoint. The variant could interact with Swi4 directly or with 
other intermediate factors that allow the binding of Swi4.  We present a hypothetic model 
(Figure 5) where SBF is poised with H2A.Z nucleosomes at the CLN2 promoter in early G1. 
Upon proliferative signals, Cln3-Cdc28 activates SBF (by phosphorylation of Whi5). Without 
H2A.Z, SBF is not properly poised at the promoter, which causes an important delay in 
START release. Soluble activated SBF eventually manages to induce G1 cyclins. Caffeine 
inhibits positive signals upstream of the checkpoint.  
52 
 
Figure 5. Working model to explain the function of H2A.Z  on SBF binding at the G1-
cyclin promoters. 
When H2A.Z is present, SBF transcription factor complex is poised at the cyclin promoters in early 
G1. Eventually, proliferative signals allow phosphorylation of Whi5 (inhibitor of SBF) and its export 
to cytoplasm. Released SBF induces gene activation of G1 phase cyclins (e.g. CLN2) which lead to 
G1-S transition. Without H2A.Z, SBF is absent from the promoter in early G1, this situation causes a 
delay in cyclin expression and delays the progression through START. Caffeine treatment induces 
cellular stress and inhibition of upstream regulators of START, leading to less activation of SBF and 
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partial G1 arrest. Combined conditions (htz1Δ and caffeine) result in complete loss of expression of 
key G1 regulators and an overwhelming G1 arrest. 
 
 
In wt conditions, only a small amount of cells accumulate adequate cyclin levels required for 
positive feedback loop activation. Combination of the loss of H2A.Z with caffeine leads to an 
overwhelming G1 arrest. Also, there is a suite of events that normally poise those genes for 
proper activation (Cosma et al., 1999). H2A.Z influence interactions of many factors (Snf2, 
Gcn5 and Srb4) necessary for gene activation at GAL1 (Lemieux et al., 2008). Those factors 
are subunit of major remodeling complexes; Swi/Snf, SAGA and Mediator, and are also 
present before SBF complex at CLN1 and CLN2 promoter. We don't exclude the possibility 
that the poising defect we measured is the result of an earlier issue. It would be plausible that 
H2A.Z interacts with one particular subunit of an early complex and that deletion of the 
histone variant affect all following complexes. Further experiments will be required to test the 
model. 
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Supplementary data 
 
 
Figure supp. 1 Preliminary data from rt-qPCR for START checkpoint regulators 
 mRNA. mRNA level following release in G1. Synchronisation with alpha-factor and 
release in rich media with or without 8mM caffeine over 120 minutes.  
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Figure supp 2. Western blot of tagged components of SBF complex. Myc tagged Swi4 and 
Swi6 protein levels were evaluated following synchronisation with alpha-factor (0) and release 
in rich media with or without 8mM caffeine. 
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Figure supp 3. ChIP of SBF components at others promoter (complementary). 
ChIP of Swi4 and Swi6 at others cyclins promoters : CLN1 (A, C), CLN3 (B, D) and for 
positive control promoter PCL2 (E, F). 
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CHAPITRE 3 
 
 
OPTIMISATION DE L'IMMUNOPRÉCIPITATION DE LA CHROMATINE (CHIP) 
POUR LA PROTÉINE SWR1 (DU COMPLEXE SWR1) 
 
 
3.1 INTRODUCTION 
 
 
L'empaquetage de l'ADN se fait sous forme de chromatine, par son association avec les 
histones pour former des nucléosomes. Nombreux complexes de remodelage sont 
responsables  de  cet  assemblage,  de  la  localisation  des nucléosomes et plusieurs échangent 
même les histones canoniques retrouvés plus généralement pour des histones spécialisés, 
nommés variant. Un variant de l''histone H2A particulièrement important est retrouvé autour 
des promoteurs réprimés chez la levure. Ce variant, H2A.Z est incorporé par un complexe de 
remodelage très imposant nommé SWRC1 (voir la partie complexes de remodelage située 
dans l'introduction). Ce complexe comprend une sous-unité structurelle et fonctionnelle de 
type ATPase nommé Swr1. Cette protéine, homologue à la protéine p400 chez les cellules 
humaines, est d'une taille relativement importante (environ 175 kDA). De plus, n'étant 
présente que transitoirement aux endroits d'incorporations de H2A.Z et pas nécessairement lié 
directement à la chromatine, il est difficile de localiser Swr1 par une méthode 
d'immunopécipitation de la chromatine classique. 
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Dans le but de mesurer la présence et l'implication de Swr1 dans plusieurs modèles 
expérimentaux ultérieurement, j'ai optimisé l'immunoprécipation de la chromatine avec une 
souche contenant une étiquette peptidique 9MYC ajoutée sur l'allèle endogène de SWR1. 
 
 
Celle-ci est une répétition (9 fois) de la séquence peptidique EQKLISEEDL (épitope 
correspondant à la séquence de 408 à 439pb de l'oncogène c-Myc) et sera reconnue par un 
anticorps  monoclonal IgG  de  souris  (anti-myc, clone 9E10). La souche contenant la fusion 
du gène SWR1 et de l'étiquette à été produite par une ancienne étudiante du laboratoire, 
Karine Lemieux. Cette dernière a aussi démontré la validité de l'étiquette par Western blot 
préalablement. J'ai  ensuite exécuté  le protocole de ChIP mis au point auparavant pour H2A.Z 
et les autres facteurs étudiés comme première tentative. Ce protocole se fait avec une étape 
normale de pontage au formaldéhyde afin de conserver les liaison protéines-ADN. Suite à un 
faible signal normalisé sur 1% d'extrait total, nous avons pensé ajouter un agent de pontage 
plus long, l'EGS (acheté chez Thermo Scientific).  
 
 
Nous  nous  sommes inspirés  de cette  étude (produit ayant été utilisé pour le pontage de Rpd3 
à la chromatine) pour le choix de l'agent de pontage supplémentaire, le mode d'utilisation et la 
concentration (Zeng et al., 2006).  Cette molécule à un bras d'espacement supérieur  aux autres 
(le bras d'espacement détermine la distance maximale entre 2 molécules pouvant être pontées, 
soit une distance de 16.1 Ångström pour l'EGS) .   
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Figure 6. Comparaison des agents de pontage pour effectuer le protocole de ChIP. En 
haut,  la molécule d'EGS (ethylene glycolbis(succinimidylsuccinate)) a un bras d'espacement 
de 16.1 Ångström. En bas, le formaldéhyde avec seulement 2 Ångström. 
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3.2 RÉSULTATS ET DISCUSSION 
 
Figure 7. Optimisation du ChIP de la protéine Swr1 avec l'agent de pontage EGS. 
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Immunoprécipitation de la chromatine de la souche de référence sans étiquette (wt), de l'histone H2B 
(avec étiquette HA), du variant d'histone H2A.Z (avec étiquette MYC), de la sous-unité Swr1 du 
complexe SWRC1 (avec étiquette MYC) aux promoteurs connus pour subir un remodelage de H2A.Z 
par le complexe. Pontage 30 minutes 2mM EGS  (ou sans), suivi d'une heure avec 1% formaldéhyde. 
 
 
J'ai effectué le ChIP avec les souches suivantes; contrôle sans étiquette (wt), avec H2B 
(HTB2)  étiqueté avec 3HA et avec H2A.Z (HTZ1) étiqueté  3MYC et troisième souche avec 
Swr1 (SWR1) étiqueté 9MYC. J'ai choisi plusieurs régions contrôles positives où ces 
protéines sont connues pour être localisées. Ces informations proviennent d'études à large 
échelle où  la localisation de la sous-unité Swr1 à été faite dans tout le génome (Zhang et al., 
2005).  
 
 
Les résultats du ChIP sont présentés à la figure 2 pour les six régions génomiques analysées. 
Tel qu’anticipé, les signaux de ChIPs sont plus forts pour H2B-HA que H2A.Z-MYC et Swr1-
MYC, et ce à toutes les régions. Il est à noter par contre que les signaux sont considérablement 
plus faibles par rapport à l'extrait total 1%;  la cause pourrait être l'utilisation de vieux lots 
d'anticorps, un ratio trop élevé en chromatine par rapport aux outils immunoprécipitation ou 
des erreurs de manipulation. Les ChIP subséquemment effectués  lors de mes travaux de 
maîtrise avec de nouveaux lots d'anticorps ont présenté des signaux rapportés sur leur extrait 
beaucoup plus forts (Signaux entre 1 et 10% pour les histones H2B et même H2A.Z). Malgré 
cela, les signaux pour H2B et H2A.Z sont spécifiques aux protéines étiquetées (par rapport au 
contrôle sans étiquette (Wt), ayant eu le même traitement que les autres échantillons) et aux 
promoteurs étudiés. En présence de formaldéhyde seul, le ChIP contre Swr1-MYC ne montre 
aucun enrichissement, mais devient significativement enrichi en présence de formaldéhyde et 
de EGS. L’enrichissement de Swr1-MYC varie selon la région de deux à cinq fois le signal 
65 
basal.  Les signaux sont légèrement plus importants  avec l'agent de pontage supplémentaire 
EGS (2mM, 30 minutes à TP)  pour les histones H2B et H2A.Z (sauf pour H2A.Z au 
promoteur de PST1), mais beaucoup moins important que pour Swr1-MYC. Ce résultat est 
attendu puisque l'utilisation d'un agent de pontage plus long augmentera l'efficacité du pontage 
des protéines ayant une interaction plus distale alors qu'il sera presque superflu pour les 
histones déjà très bien pontées un simple pontage au formaldéhyde. Le pontage à l'EGS a 
amplifié de façon considérable le signal spécifique de la protéine Swr1 aux promoteurs 
contrôles.  
 
 
Une optimisation plus exhaustive du ChIP de Swr1 et la combinaison avec d'autres mutations, 
modifications ou surexpressions pourront permettre l'analyse de la localisation de Swr1 dans 
plusieurs modèles expérimentaux. Par exemple, la délétion du variant d'histone H2A.Z dans la 
souche Swr1-myc serait utilisée afin d'étudier les défauts de fonctions du complexe SWRC1 
en absence de son substrat.  
 
 
3.3 CONCLUSION 
 
 
L'étude de complexe de remodelage peut  nous  apporter  énormément  d'informations sur les 
dynamiques  évoluant  au  sein de la chromatine. Cependant, leur caractérisation in vivo est 
parfois fastidieuse, ces complexes étant souvent des assemblages d'immenses protéines 
structurelles et fonctionnelles. Le complexe SWRC1 qui est responsable de l'incorporation du 
variant d'histone H2A.Z  à  des endroits  bien spécifiques  dans le génome  fait partie de ceux-
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ci. Une optimisation sommaire du protocole d'immunoprécipitation de la chromatine pour la 
sous-unité Swr1 a été faite à l'aide d'une agent de pontage supplémentaire, l'EGS. Cette 
optimisation pourra servir pour un prochain projet de recherche impliquant l'étude du 
complexe de remodelage.  
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CHAPITRE 4 
 
 
4.1 DISCUSSION 
 
 
Dans l'intérêt de mieux comprendre la relation entre le variant d'histone H2A.Z, la régulation 
du point de départ du cycle cellulaire et le stress induit par la caféine, j'ai d'abord confirmé la 
sensibilité du mutant htz1∆ pour le stress cellulaire induit par la caféine. Celle-ci semble bien 
inhiber la voie de régulation TOR à haute concentration (8 mM) comme suggéré (Wanke et 
al., 2008). Aux concentrations étudiées (entre 6mM et 12mM de caféine), le mutant est 
considérablement plus sensible que la souche de référence isogénique w303a (wt). Ce résultat 
est comparable au criblage effectué  antérieurement par une autre équipe (Dudley et al., 2005). 
 
 
Ensuite, j'ai regardé la progression du cycle cellulaire en fonction du traitement à la caféine et 
de l'absence du variant d'histone H2A.Z. Pour ce faire, j'ai d'abord synchronisé les cellules en 
phase G1. Un excellent taux de synchronisation a pu être observé grâce à l'utilisation de 
souche mutante pour le gène BAR1.  J'ai  pu  observer  par  FACS  une  excellente  relâche  de  
la souche  de  référence  de  type sauvage (wt) où les cellules synchronisées en phase G1 du 
cycle cellulaire passent en même temps à travers la phase S en environ 30 minutes.  La souche 
mutante htz1∆ est plus lente, elle passe en phase S à partir de 60 minutes de façon moins 
ordonnée (la population devient diffuse et chaque cellule semble passer aléatoirement le point 
de départ du cycle cellulaire). La caféine ralentit  considérablement la souche wt mais celle-ci 
réussit à sortir de l'arrêt en phase G1 progressivement. Les cellules semblent passer le point de 
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contrôle sans le synchronisme observé sans caféine. Les deux conditions combinées ne 
permettent pas aux cellules de passer la transition G1-S et sont arrêtées en G1 indéfiniment. 
Les résultats du relâchement analysés par FACS sont très cohérents avec la sensibilité des 
souches. 
 
 
J'ai ensuite quantifié l'expression en ARN messager (ARNm) des cyclines régulant le passage 
au point de départ (START) et d'autres effecteurs pouvant moduler ce point de régulation. Les 
profiles d'expressions obtenus concordent  de façon frappante avec la progression du cycle 
cellulaire en fonction des différentes conditions. Comme attendu, dans la souche sauvage les 
principaux gènes de régulation du point de départ sont exprimés très tôt suite à la relâche. 
Ensuite, La souche mutante htz1∆ active l'expression des cyclines avec un retard comparable à 
celui observé dans une autre étude (Dhillon et al., 2006). La caféine diminue de beaucoup le 
niveau d'expression des composantes de régulation de la phase G1. Seule  la souche sauvage 
finit  par activer les éléments de régulation du START et cela de façon bien moins bien 
ordonnée et tardive que sans stress cellulaire. Une faible proportion de cellules semblent 
activer l'expression initiale suivi de la boucle de régulation positive des cyclines de la phase 
G1 (un pic d'expression nettement plus bas indiquant soit une expression globale plus faible 
ou une petite sous-population active seulement). Les cellules semblent passer le point de 
contrôle aléatoirement par la suite, sans le minutage précis auquel elles sont accoutumées. De 
plus, la caféine empêche complètement l'activation des gènes cyclines de la phase G1 et de 
type B étudiés (Cln1, Cln2, Clb5), ce qui pourrait être la cause de l'arrêt en G1 aperçu 
préalablement.  
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Les cyclines étudiées ont un profile de régulation cyclique ayant une amplitude d'expression 
élevée. Lorsqu'une méthode de quantification individuelle pour chaque cellule est utilisée, il 
est possible de voir que cette expression  est bimodale; une expression forte ou rien du tout 
(Bai et al., 2010). Il serait donc très intéressant d'ajouter une telle  méthode à l'étude du profile 
d'expression des régulateurs du point de départ en fonction des conditions présentement 
étudiées. Nous pourrions y voir la dynamique d'expression individuellement et faire ressortir 
les différences qui sont atténuées par l'effet de population mesuré par la méthodologie 
empruntée. 
 
 
Par la suite, l'hypothèse d'une fonction particulière pour le variant d'histone H2A.Z aux 
promoteurs des gènes modulés par les conditions fut posée. H2A.Z est connu pour être 
relativement abondant au promoteur des gènes réprimés et les gènes étudiés en font partie 
(Guillemette et al., 2005; Zhang et al., 2005). Un remodelage de la chromatine et du variant 
autour du site d'initiation de la transcription pourrait être nécessaire à l'induction rapide de ces 
gènes. La présence et les dynamiques du variant d'histone H2A.Z furent étudies par une 
méthode classique d'immunoprécipitation  de la chromatine couplé à une analyse par qPCR. 
Une légère baisse du signal de H2A.Z normalisé sur la densité nucléosomale à été observée 
autour du site d'initiation de la transcription (TSS) de CLN2 et CLB5 concomitant avec leur 
expression. Cependant aucun changement significatif n'est vu suite au traitement avec la 
caféine, on observe le même patron dynamique. Ceci est surprenant vu le changement dans le 
profile d'expression en ARNm, une éviction plus faible ou retardée du variant aurait concordée 
avec un niveau de transcription plus bas observé préalablement. H2A.Z est présent avant le 
NFR des promoteurs étudiés (aux sites -600 par rapport au TSS) et ce niveau semble constant. 
Il a été suggéré que ce variant influence un fin positionnement des nucléosomes autour des 
promoteurs réprimés, nécessaire à leur induction par la suite. De plus, celui-ci pourrait 
moduler l'interaction des facteurs nécessaires à l'activation de ces gènes.  
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Les cyclines de la phase G1 sont connues pour être régulées  par le complexe SBF. Celui-ci 
comprend les facteurs de transcription Swi4 et Swi6. Un autre complexe très similaire régule 
les cyclines de type B (e.g. Clb5). Il est constitué des facteurs de transcription Mbp1 et Swi6. 
J'ai encore une fois utilisé la technique d'immunoprécipitation de la chromatine pour étudier  
la liaison des constituants du complexe SBF aux promoteurs des régulateurs du point de départ 
en fonction des conditions. Le complexe SBF prépare de façon précoce l'activation des gènes 
et cette pré-liaison semble un facteur important pour l'induction normale des cyclines. J'ai 
obtenu un signal satisfaisant aux promoteurs contrôles positifs (e.g. PCL2) choisis dans une 
autre étude de positionnement génomique ((Iyer et al., 2001). 
 
 
Swi4 est lié autour du site -600 avant le TSS du promoteur du gène CLN2. Comparativement, 
il semble peu présent aux autres sites quantifiés, comme le promoteur du gène CLB5. Swi6 est 
présent aux sites -600 avant le TSS des promoteurs des gènes CLN2 et CLB5. Alors que 
H2A.Z ne semble pas faire varier énormément la liaison du facteur de transcription Swi6 à ces 
site; l'autre constituant du complexe SBF, Swi4, est affecté par l'absence du variant. Une forte 
liaison de Swi4 est observée au site -600 du promoteur du gène CLN2 à la relâche en G1 et 
celle-ci est fortement diminuée dans la souche htz1∆. Ayant eu des problèmes avec certaines 
paires d'oligonucléotides commandées, une optimisation supplémentaire pourra être faite afin 
de confirmer la diminution du signal spécifique pour Swi4 en absence du variant au promoteur 
du gène CLN1.  
 
 
Il semblerait donc que Swi4 nécessite la présence du variant d'histone H2A.Z pour la 
préparation du promoteur du gène CLN2 à son induction rapide. Le variant pourrait interagir 
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directement avec les  facteurs de transcription, moduler  l'accessibilité de son site ou recruter 
une ou plusieurs protéine(s) intermédiaire(s). Un déplacement du nucléosome pourrait 
moduler l'accessibilité de la chromatine au facteur de transcription Swi4. Cependant, il a été 
montré que l'absence du variant influençait peu le positionnement des nucléosomes, incluant 
ceux de part et d'autres de la NFR (Hartley and Madhani, 2009). Le changement  dans le 
positionnement du nucléosome en fonction de H2A.Z est peut-être trop fin pour les méthodes 
de localisation utilisées . Cela nécessiterait alors une méthode d'immunoprécipitation de la 
chromatine (ChIP) incluant une digestion à l'exonucléase suivi d'un séquençage à haut débit 
(ChIP-exo) (Rhee and Pugh, 2012). Ce procédé novateur permet une résolution à la base près 
du site d'interaction avec l'ADN de la protéine étudiée, l'exonucléase clivant toutes les bases 
accessibles  en 5' avant ajout des adaptateurs de séquençage. Le résultat montrerait d'une façon 
précise si les nucléosomes de la région promotrice sont déplacés en absence de H2A.Z et 
suivant la relâche en fonction de l'état du promoteur (préparation à l'activation du gène). 
 
 
Une alternative serait que la phosphorylation de la protéine Whi5 liée au complexe SBF serait 
sensible à la présence de H2A.Z . La nécessité du variant pour cette réaction enzymatique 
importante entraînerait un point limitant et le délai de l'expression des gènes. Cependant, les 
expériences préliminaires exécutées avec deux souches (type sauvage et htz1∆) où j'ai ajouté 
une étiquette peptidique à Whi5 montrent  peu  de  changement  suite  à la délétion du variant 
(résultat non montré). Néanmoins, il serait intéressant d'ajouter la caféine à cette 
expérimentation afin de confirmer son effet sur la voie TOR, en amont de la phosphorylation 
de Whi5 par Cln3-Cdc28 activé (phosphorylé).  
 
 
Une autre possibilité serait que le variant d'histone H2A.Z est nécessaire à l'incorporation d'un 
facteur précoce à la chromatine.  Il est vrai qu'on lui a attribué des fonctions de recrutement ou 
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d'antagoniste du silençage de la chromatine au niveau des gènes dans certains modèles (Adam 
et al., 2001; Cosma et al., 2001; Cosma et al., 1999; Hartley and Madhani, 2009; Santisteban 
et al., 2000; Yu et al., 2000). Une suite d'évènements permettent la préparation du promoteur 
par le complexe SBF et il ne serait pas étrange que la fonction de H2A.Z soit primordiale pour 
un de ceux-ci . Plusieurs études approfondies d'un promoteur régulé par SBF, le promoteur du 
gène HO, ont permis de mieux comprendre cette suite d'évènements. Le consensus est que la 
protéine Swi5 est incorporé au promoteur à la fin de l'anaphase, elle recrute les complexe de 
remodelage Swi/Snf et SAGA qui viendront recruter SBF dans un deuxième temps (Cosma et 
al., 2001; Cosma et al., 1999; Yu et al., 2000). Une fois libéré de son inhibiteur, Whi5, le 
complexe SBF pourra recruter le médiateur et la polymérase (Cosma et al., 2001). Il ne serait 
pas surprenant que le variant d'histone H2A.Z soit nécessaire au recrutement d'un composant 
de Swi/snf ou de SAGA. Des études génétiques ont d'ailleurs montrés une létalité synthétique 
entre htz1∆ et snf2∆ (Santisteban et al., 2000). Plusieurs expériences clés seront réalisées afin 
de vérifier cette théorie. 
 
 
4.2 CONCLUSION 
 
 
Le premier objectif du projet de recherche était de confirmer la sensibilité à la caféine de la 
souche mutante htz1∆ et d'expliquer son retard de croissance. Ensuite, il était visé 
d'approfondir nos connaissances de la régulation du point de départ (START) qui est affectée 
par la caféine et par l'absence du variant d'histone H2A.Z. J'ai donc étudié la régulation des 
éléments clés modulant ce point de contrôle, et l'implication du variant aux promoteurs des 
gènes touchés. Finalement, j'ai proposé un défaut de liaison d'un facteur de transcription 
préparant les gènes des cyclines impliquées en absence du variant et testé cette hypothèse à 
l'aide d'outils moléculaires optimisés  pendant mes recherches.  Nous proposons que le variant 
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d'histone H2A.Z prépare la région promotrice, et plus particulièrement le nucléosome en 
amont de la région libre en nucléosome à l'interaction avec Swi4. Celle-ci est l'un des deux 
constituants du complexe SBF régulant les cyclines de la phase G1. Nous suggérons que cette 
la fonction du variant est antérieur à la liaison de Swi4 au promoteur, probablement en 
modulant l'interaction d'un composant des complexes de remodelage Swi/Snf ou SAGA à la 
chromatine. 
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